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要旨 
 
南極大陸は地球上で最も寒冷な地であり，同時に最も乾燥した土地でもあるので，砂漠と高山
の両方の特徴を併せもつ極限環境である．氷の大陸といわれる南極大陸であるが，その沿岸域に
は，氷に覆われずに大陸岩盤が剥き出しとなった露岩域と呼ばれる地帯が存在する．南極の大陸
縁辺に存在する露岩域には，淡水湖から飽和塩分に近い塩湖まで，多様な水質を持つ湖沼が数多
く点在している．これらのうち，淡水湖沼では水生コケ植物が異常な塔状の構造体「コケ坊主」
を形成し，湖底一面に広がっている．このような水生コケ植物の大群落は南極湖沼にのみ特有な
生物群集である．コケ坊主は，酸化的な外層と還元的な内層の二層構造を持ち，珪藻，緑藻，藍
藻などと共在している．南極コケ坊主は，植物と微生物の新たな共在あるいは共生系であると考
えられるが，その共在生物相に関する知見は，顕微鏡観察から藻類の存在が確認されているのみ
である．そこで本研究では，この特異な生態系に共在する生物相の種の多様性および生物地球
化学機能を明らかにするため，分子生物学的手法を用いて，系統分類に汎用される遺伝子や代謝
に関与する酵素の遺伝子（酵素遺伝子）の検出および解析を行った． 
まず，第 1 章では，南極生物圏の微生物について，既報の仮説や既知の事実を概説する．なお，
本研究では，水生コケ植物の共在生物相の「遺伝子」を対象とした．これは，自然環境に生息す
る全微生物数のうち培養可能なものは 0.1－1 %程度とされており，残りの 99 %以上は何らかの理
由で培養困難であるため，培養法では微生物の多様性を正確に把握できないからである．この問
題を解決するにあたって，本研究では，微生物を培養することなしに，微生物の遺伝物質（DNA）
を抽出し，解析を行った．第 1 章では，遺伝子を用いた生物群集の解析方法についても概説する． 
 第 2 章では，水生コケ植物に共在する原核生物の種の多様性について述べる．完全なコケ坊主
体 2 個体を用いて，原核生物，すなわちバクテリア（細菌）やアーキア（古細菌）の系統分類に
汎用される 16S rRNA 遺伝子の多様性解析を行った．まず，コケ坊主を内層と外層，さらにそれ
らを上下縦方向に分け，計 14 部位から DNA を抽出した．そこから 16S rRNA 遺伝子の PCR クロ
ーン・ライブラリーを 14 組構築し，2 個体で 2688 クローン（それぞれ 1344 クローンずつ）の 16S 
rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列を決定した．分子系統解析の結果，コケ坊主全体には
Proteobacteria に帰属するクローン（phylotype）が優占的に存在し，外層には光合成細菌
Cyanobacteria，内層には絶対嫌気性のグラム陽性細菌 Clostridium 属や硫酸還元菌がそれぞれ特徴
的に存在することが示唆された．ただし，原核生物のうち，アーキア（古細菌）の rRNA 遺伝子
は検出されなかった．これらの特徴はコケ坊主の第 2 標本でも共通していた．以上のことから，
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コケ坊主の中では，部位によってそれぞれに異なる微生物系統群が生息していることが示唆され
た． 
 第 3 章では，水生コケ植物に共在する真核生物の種の多様性について述べる．第 2 章の原核生
物の種多様解析と同様，完全なコケ坊主 2 標本を用いて，真核生物の系統分類に汎用される 18S 
rRNA 遺伝子の多様性解析を行った．18S rRNA 遺伝子の PCR クローン・ライブラリーを 14 組構
築し，計 2688 クローンの 18S rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列を決定した．分子系統解析の結
果，コケ坊主の主構成体であるコケ由来と思われるクローン（phylotype）が蘚類の既知種
Leptobryum pyriforme の 18S rRNA 遺伝子に相同性 99.9%で最近縁であることが分かった．また，
コケ坊主全体に novel clade の菌類が突出して優占しており，これがコケ坊主生態系における寄生
者あるいは分解者として炭素循環に寄与している可能性が示唆された．さらに，外層には繊毛虫
やクマムシに帰属する phylotypes が準優占する一方，内層には特異的にアメーバ様の単細胞真核
生物 Cercomonas（Cercozoa）の phylotype が検出された．これらの特徴はコケ坊主の第 2 標本でも
共通していた．以上より，コケ坊主の中では，コケ坊主全体に広く分布する真核微生物系統と，
外層と内層の各層に特徴的に分布する系統が存在することが高い蓋然性をもって示された． 
 第 4 章では，南極湖沼に特有な水生コケ植物の共在生物相における CO2固定酵素遺伝子の多様
性について述べる．本研究では，これまでに 16S/18S rRNA 遺伝子の多様性解析により，コケ坊主
の内外上下の微生物組成を明らかにしてきた．しかしながら，rRNA 遺伝子に基づいた系統解析
のみでは，微生物の機能を知ることは困難である．本章では，CO2 固定に与る酵素
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase （RuBisCO, E.C. 4.1.1.39）の遺伝子の多様性解析を
試み，コケ類に共在する生物相が一次生産，すなわち CO2固定に寄与する可能性を考察した．コ
ケ坊主標本から I，II，および III 型の全ての型の RuBisCO 遺伝子を標的とした PCR を試み，その
PCR クローン・ライブラリーを構築した．そして，計 1092 クローンの塩基配列の決定と分子系統
解析を行った結果，Proteobacteria 由来の IA 型の RuBisCO 遺伝子に帰属する operational RuBisCO 
unit (ORU) が Cyanobacteria 由来 IB 型の RuBisCO 遺伝子と同じくらいの頻度で検出されて最優占
することと，海底熱水プルームや深海に生息する二枚貝の内部共生細菌から得られた各 RuBisCO
配列にヌクレオチド配列で 81-85%の範囲で最近縁な ORU が準優占することが分かった．コケ類
の IB 型に帰属する ORU は Leptobryum sp.の RuBisCO 遺伝子にヌクレオチド配列で 100%完全一致
した．さらに，コケ坊主の外層に特異的に分布する Cyanobacteria 由来の IB 型に帰属する ORU や，
内層特異的に紅色硫黄細菌由来と思われる II 型の ORUs が検出された．これら ORU の層特異的
な分布には，コケ坊主内に存在する酸化的な外層と還元的な内層の二層構造が反映されていると
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考えられる．一方，Proteobacteria 由来 IC 型，不等毛藻およびハプト藻由来 ID 型，古細菌由来 III
型の RuBisCO 遺伝子は検出されなかった．以上のことから，南極コケ坊主生態系では，光エネル
ギーに依存せず，無機物を酸化する際に生じる化学エネルギーによって有機物を合成できる化学
合成独立栄養細菌も一次生産者として重要な役割を果たしている可能性が示された． 
 第 5 章では，南極湖沼に特有な水生コケ植物の共在生物相における窒素固定酵素および脱窒関
連酵素遺伝子の多様性について述べる．本章では，窒素固定，アンモニア酸化，および脱窒に関わる
機能酵素遺伝子の多様性解析を試み，コケ類に共在する微生物相が窒素循環に寄与する可能性を考
察した．コケ坊主標本から窒素固定酵素遺伝子（nifH），アンモニア酸化酵素遺伝子（amoA），硝酸還元
酵素遺伝子（napA，narG），亜硝酸還元酵素遺伝子（nirK，nirS），一酸化窒素還元酵素遺伝子（cnorB，
qnorB），および亜酸化窒素還元酵素遺伝子（nosZ）を標的とした PCR を試み，nifH，nirK，nirS，qnorB の
増幅産物を得た．それらの PCR クローン・ライブラリーを構築し，計 5376 クローンの塩基配列の決定と分
子系統解析を行った．その結果，コケ坊主全体では Gammaproteobacteria の紅色光合成細菌の nifH，
Alphaproteobacteria のリゾビウム科の nirK，Betaproteobacteria の脱窒性硫黄酸化細菌の nirS，および，
Acidobacteria の putative qnorB に最近縁なクローンがそれぞれ優占的に検出された．また，外層に特異
的な Cyanobacteria に帰属する nifH，内層に準優占的な Deltaproteobacteria の硫酸還元菌に帰属する
nifH など，コケ坊主の外層や内層の層特異的に分布する operational unit も得られた．以上の結果より，コ
ケ坊主生態系において，窒素固定や脱窒の各プロセスには複数の異なる微生物系統が関与することが
明らかとなった． 
 第 6 章では，本研究で得られた結果を踏まえたまとめを述べる．本研究は，南極湖沼に特有の
水生コケ植物「コケ坊主」は，主構成種であるコケ類とそれに付随する共在微生物相が極限環境
で協調的に物質生産および物質循環を行うミニ生態系であることを分子系統学的解析から示した．
特に，コケ坊主の外層と内層，さらにはその上下縦方向に広く分布するバクテリアや真核微生物
の rRNA 遺伝子が検出された一方，外層や内層の層特異的に存在するものもみられた．これらの
傾向は，共在生物相の CO2 固定酵素，窒素固定酵素，および脱窒関連酵素のような生物地球化学
的機能に関与する酵素遺伝子の多様性解析においてもみられた．つまり，コケ坊主の中では，部
位によってそれぞれに異なる微生物コミュニティが存在し，その微生物コミュニティが種々の生
化学的プロセスを担うことにより，その生態系の存立と維持に寄与していることが考えられる．
本研究は，極限環境に成り立つこの特異な生物群集が，微生物の相乗効果（synergy）によって成り立
っていることを提案する． 
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第 1 章  
序論 
 
1.1 はじめに－極限環境の微生物を調べる意義 
地球生物圏における極限環境あるいは「辺境」には，深海，地底，南北両極域，高山，砂
漠などが考えられ，それら辺境生物圏の特徴は生息環境条件（圧力，塩分，温度，乾燥，pH
など）の極限性である．辺境生物圏を調べる目的の一つは「地球生物圏の辺境に生きる特異
な微生物をモデルとして，地球生命の可能性（限界）と多様性を知ること」である（長沼, 2000）．
「微生物の可能性（限界）」については，辺境生物圏へのアクセス能力が向上するにつれ，我々
が生物など存在しないと考えていた極限環境にも微生物が存在することが分かってきた．た
とえば，インド洋の海底熱水噴出孔の熱水から分離された Methanopyrus kandleri という古細
菌は 122°C という高温でも生育し，従来の 113°C ないし 121°C という生物生育の最高温度記
録を更新した（Takai et al. 2008）．今後も辺境生物圏を探査するにつれ，地球生命の限界条件
に関する知見が集積していくであろう． 
また，地下へのアクセス手段の発達と微生物生態学の発展は，地中深く数千メートルまで
微生物が存在し，そこには「呼吸の多様性」が見られることを明らかにしてきた．Whitman et 
al.（1998）は，国際深海掘削計画によって得られた海底下の微生物の情報（Parkes et al. 1994; 
Wellsbury et al. 1997）と陸上地下の研究（Hazen et al. 1991; Pedersen et al. 1996）を編纂し，地
下生物圏にはおよそ 1030 という数の原核生物，すなわちバクテリア（細菌）とアーキア（古
細菌）が生息しており，その全バイオマスは炭素重量にして約 5×1017 g に達すると見積もっ
た（表 1）．これは海洋生物圏および陸域生物圏の全バイオマス約 6×1017 g に匹敵する膨大な
量であった（Whitman et al. 1998）．なお，この地下生物圏は，海洋では海底面下 10 cm 以深，
陸上では 8 m 以深を考えている．こうして地球内部に生物など生息できないという我々の常
識が覆され，深部地下生物圏という新しい生物圏の概念が提案された．地下微生物の数・量
は，その地中温度が微生物の生育温度の限界（前述の 122°C など）に達するまで，深くなる
につれて漸減することが考えられる．地中温度の上昇率を 15～30°C km-1と仮定すると，単純
計算で深度 4～8 km くらいが地下生物圏として想定される． 
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地下生物圏と我々が住む陸上生物圏との最も大きな違いは「光」であるが，その他にも高
圧や高温という極限的な環境条件が存在し，また，分子状酸素（O2）が欠乏した「嫌気環境」
（無酸素）であることも特徴である．そのような光の届かぬ辺境で微生物はどのようにして
栄養を得ているのであろうか．我々は好気呼吸に酸化剤として O2を使用するが，地下生物圏
では二酸化炭素（CO2）を酸化剤に使用する二酸化炭素呼吸からはじまり，硫酸呼吸，硝酸呼
吸へと深度が浅くなるにつれてこれらの嫌気呼吸でエネルギーを獲得する地下微生物の割合
が増加してくる．これらの嫌気呼吸は，伝統的にはメタン生成，硫酸還元，硝酸還元（脱窒）
と呼ばれている（図 1）．地下生物圏においては，その場で利用できる酸化剤の種類，つまり，
その酸化還元条件が微生物群集の種組成に影響していることが考えられる．また，この水素
からメタンへ，メタンから硫化水素へ，硫化水素から窒素へ，という微生物による酸化還元
反応の連鎖は，興味深いことに生成物が次の反応に順次使われており，その反応の変遷が地
球微生物の進化を示唆している．実際，水素からメタンを生成するような超好熱性のメタン
生成微生物は系統樹上で「全生物の共通祖先」（last universal common ancestor, LUCA）に最も
近いところに位置することが知られている（Nisbet and Fowler 1998）． 
このように，分子状酸素（O2）の存在しない嫌気的な環境では，様々な酸化剤を利用した
微生物の「呼吸の多様性」が見られる．地下生物圏にまで微生物が広がっているという微生
物生態学の知見は，ここ最近 20 年で得られたことであるが，これは生物学においても革命的
な出来事であった．なぜなら，これまで物理学や化学が宇宙にも適用できる普遍的な学問で
あったのに対して，生物学は地球の生物にしか適用できないという限界を持つ学問であった．
表1　 水圏と土壌，ならびに地下生物圏（海底下と陸上地下）に存在
　　　 する原核生物（細菌と古細菌）の細胞数とバイオマスの概算　
　　　　 （Whitman et al, 1998 にもとづいて作成）
水圏
陸上地下*
原核生物の
細胞数**
原核生物の
バイオマス
(×1015 g of C)(×1029個)
地球上の全原核生物
バイオマスに対する
割合 (%)
1.2
2.5 ~ 25
2.2
22 ~ 215
土壌 2.6 26
海底下* 35.5 303
0.4 ~ 0.6
4.8 ~ 7.4
6.2 ~ 39.4
55.5 ~ 85.8
環境
* 地下生物圏は、海洋では海底面下10 cm 以深, 陸上では地表から 8 m       
　以深と考えられている。
** 蛍光顕微鏡によって計数した全菌数から求められた。
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しかしながら，地下微生物に見られるような光を全く必要としない微生物生態系の発見は，
光の届かぬ惑星にも条件さえ揃えば生態系が存在しうること，すなわち，生物学が他の惑星
にも適用できることを明示し，普遍的な学問となるパラダイムシフトであった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  地下生物圏における微生物の呼吸の多様性（中井・長沼 2011） 
 
極限微生物に関連した生物学のパラダイムシフトは今なお続いている．2010 年，オランダ
の運河の堆積物から Methylomirabilis oxyfera という古細菌が発見された（Ettwig et al. 2010）．
驚くべきことに，この微生物は，亜硝酸を還元して一酸化窒素にした後，これを分子状窒素
（N2）と分子状酸素（O2）に変換し，その O2を使ってメタンを酸化するメタン酸化微生物で
ある．つまり，メタンの酸化に必要となる O2を自身で作って利用するのである．これまで光
合成明反応だけが主要な生物的 O2発生過程であると考えられていたが，この発見により従来
は脱窒として知られていた嫌気過程が O2発生源として新たに見直されたことになる．そして，
亜硝酸由来の O2を用いたメタン酸化は，嫌気的とも好気的ともとれる．このようなメタン酸
化の発見は，メタン酸化微生物の生態と進化に関する我々の認識を広げるものであり，地球
史において光合成の登場以前に微生物が O2 を獲得していた可能性を示すものとして注目さ
れている． 
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1.2 南極生物圏 
 南極大陸は地球上で最も寒冷な地であり，同時に最も乾燥した土地でもあるので（Priscu 
1998），砂漠と高山の両方の特徴を併せもつ他に比肩すべきもののない極限環境である．その
ため，これまで様々な極限微生物調査や「火星生物圏」のアナログとして研究が進められて
いる（Friedmann 1993）．南極大陸は面積 1,400 万 km2で，その面積と体積のほとんどは平均
厚さ約 2,000 m の大陸氷河（氷床）に占められている．南極氷床は全淡水の約 70 %にも達す
る地球最大の淡水資源であるが（Paterson 1994），総計 1024 という数の微生物が手付かずのま
ま閉じこまれており，その総炭素重量は 4×1010 g になると推測されている（Priscu et al. 2008）．
これらの推測の根拠は氷床内微生物調査（Priscu et al. 1999; Christner et al. 2001; Christner et al. 
2006）などの先駆的研究である．これは全海洋の微生物の数（1029 個）に比べれば少ないが，
微生物の保持媒体として，氷床は積極的に評価されるべきである．さらに，微生物の保持媒
体は氷床だけではない．南極氷床下には少なくとも約 150 個の氷床下湖（subglacial lakes）が
存在し（Siegert et al. 2005），それらは氷床下河川で連結していると考えられている（Fricker et 
al. 2007）．最近では，氷床下湖の数は約 350 個に達するという報告もある（Wright and Siegert 
2011）．これらの氷床下湖のうち，最大のものはボストーク湖であり，ボストーク湖の面積は
14000 km2にもなると推定されている（Kapitsa et al. 1996）．氷床下湖から研究試料を得るため，
ボストーク湖への氷床掘削が進められているが，2011 年 11 月現在，未だ貫通していない．な
お，ボストーク湖への掘削孔は深度 3538 m までが氷床で，それより下はボストーク湖の湖水
が凍った付加氷である（Petit et al. 1999）．この付加氷には微生物の細胞が観察され，その遺
伝子解析によると，Alphaproteobacteria，Betaproteobacteria，Gammaproteobacteria，Firmicutes，
Actinobacteria に帰属する既知の微生物あるいはその近縁種であることが明らかとなっている
（Priscu et al. 1999; Christner et al. 2001; Christner et al. 2006）．これには，氷床掘削に伴う雑菌
の混入，いわゆるコンタミネーションの可能性もあり，議論の余地が残されている．また，
氷床の最下面と基盤岩の間のミリメートルからセンチメートルの隙間を埋める液体の水も存
在している．これもまた将来の辺境微生物探査の対象として有望である． 
このように，南極生物圏については，大陸氷床上や氷床内の生物圏だけではなく，氷床下
水圏といえる新たな生物圏も認識する必要がある．特に，氷床下水圏にはどのような微生物
が生息しているのか，どのような進化が遂げられたのか，特に，地球生物圏から隔離された
氷床下湖にこそ地球に固有な微生物が存在するという指摘もあり（Christner et al. 2008），興味
津々たる研究対象である．また，我々人類の氷床下湖への挑戦は，生命の存在が有力視され
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る，木星の第 2 衛星エウロパの前哨戦としての場でもある．エウロパは氷に覆われた衛星で
あり，その氷殻の下には液体の水，つまり氷殻下「海」が存在すると考えられている．この
ように氷床下水圏における辺境微生物研究は，微生物生態学的な興味以上に，宇宙生物学，
いわゆるアストロバイオロジーを考究する上でも期待されている． 
 また，南極生物圏のような極寒かつ極乾の環境の微生物を調べることは，生物生育温度の
下限への挑戦でもある．現時点での微生物の最低生育温度は，バクテリアの Psychromonas 
ingrahamii で実測された－12°C が知られている（Breezee et al. 2004）．また，理論上の計算値
では，バクテリアの Shewanella gelidimarina の－27°C が報告されている（Bowman 2002）．な
お，動物では，ネパールのヒマラヤ氷河で生きる，昆虫のなかでもユスリカ Diamesa 属の一
種が－16°C でも活動していることが知られている（Kohshima 1984）． 
 
1.3 極域生物圏の微生物を調べる意義 
北極と南極の両極域は，地球生物圏における微生物の分布（広がり）を研究するのに最も
適した研究の場である．なぜなら，両極域の間にはその地理的な距離は勿論のこと，熱帯，
亜熱帯，温帯，冷帯，寒帯といった様々な気候帯が存在する．つまり，微生物は分散の過程
で極に到達するまでに異なる気候帯を経験し，周囲の劇的な環境変化にも耐えなければなら
ない．このように，極域生物圏を探査することは極限環境にのみ優占するような特異な微生
物を調べるだけでなく，微生物の多様性や全地球的な広がりを検証する上で重要である． 
微生物生態学が始まって以来，長らく信じられてきた重要な仮説のひとつに，Baas-Becking
の仮説「everything is everywhere, but environment selects.（あらゆる微生物は至るところに存在
するが，環境が選ぶ．）」がある（Baas Becking 1934; de Wit and Bouvier 2006）．この仮説は，
微生物の高い分散能力に注目し，それぞれの微生物種は一様に分布しているが，その環境で
増殖するかしないかは，環境に適応しているかどうかで決まるというものである．（以下，
Baas-Becking 仮説と呼ぶ）．微生物は，短い世代時間，小さい体積をもち，分散能力が高く，
固有種を作りにくいと言われている（Finlay 2002）．そして，あらゆる細菌はあらゆる場所に
すでに到達しており，個体数の非常に少ない個体群（種）も含めた群集構成種には，地理的
な変異は小さいとも考えられている（Green and Bohannan 2006）． 
Baas-Becking 仮説の前半「everything is everywhere」は汎存種に関わる部分であり，その一
例として，SAR 11 という系統グループに属する Pelagiobacter ubique という微生物がいる．
これは，その学名の通り，海洋の漂泳域に（pelagic）普遍的に（ubiquitous）存在する細菌の
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一種で，全海洋に約 2×1028個も存在し，全海洋における浮遊細菌の約 25 %をも占めると考え
られている（Morris et al. 2002）．一方，Baas-Becking 仮説の後半「but environment selects」に
関する固有種の報告もある（Whitaker et al. 2003）．この仮説の後半部分は「but environment kills」
とも捉えることができ，微生物は既にあらゆる場所に到達しているかもしれないが，環境条
件による選択を受けて死に絶え，残った微生物こそがその環境に特有の微生物，つまり，固
有種になるのであろう．固有種の例としては，クロマチウム属（Chromatium）の紅色硫黄細
菌（purple sulfur bacteria）が挙げられる．クロマチウム属細菌は，光合成細菌（photosynthetic 
bacteria）の 1 つであり，水の代わりに硫化水素を使用して光合成を行う独立栄養細菌である．
つまり，硫化水素が安定的に供給されるような嫌気的な環境であって光が届くというような
限られた環境下でのみ生存でき，日本では鹿児島県甑島の貝池でその存在が確認されている
（Matsuyama 1987）．このように，Baas-Becking 仮説の後半で示唆される固有種が成り立つた
めには「その特異な環境が安定している期間が長いこと」が必要である． 
実際，南北極の両極の湖から，共通の細菌の遺伝子が検出されたという報告があるが（Pearce 
et al. 2007），これは 16S rRNA 遺伝子という単一遺伝子のごく一部（ゲノム全体の 0.01％以下
の情報量）の比較に過ぎず，まだ検討の余地が多く残されている．極域生物圏に生息する微
生物を調べることは，微生物の系統進化と生物地理―両者を合わせて系統地理
（phylogeography）ともいう―そして，それと表裏関係にあるはずの生理生化学的な適応を考
える上で重要である．その一例として，まさに南極点の雪氷から採取された，氷点下 17°C で
も活動可能な Deinococcus 属の細菌がある（Carpenter et al. 2000）．Deinococcus 属の細菌は紫
外線・放射線・過酸化水素・乾燥など種々の環境ストレスに耐性がある，極限環境に適応し
た細菌の代表であることが知られている（Shukura et al. 2007）．南極点で採取された菌株は，
そのような Deinococcus 属の分布範囲（系統地理）を拡大しただけでなく，生理的な特性にお
ける範囲，具体的には活動温度の下限も拡大したことになる．なお，まだ培養はされていな
いが，Deinococcus 属に近縁な遺伝子は北極の氷河からも検出されている（Schutte et al. 2010）． 
 
1.4 南極湖沼生態系 
氷の大陸といわれる南極大陸であるが，その全面積の約 2.4 %（日本の面積 38 万 km2に近
い）では，氷に覆われずに大陸岩盤が剥き出しとなった露岩域と呼ばれる地帯が存在する．
露岩域は氷期－間氷期サイクルという地球規模の環境変動を受け，最終氷河期以降に形成さ
れた環境である．露岩域の陸上生態系は貧弱ではあるが，藻類・地衣類・蘚苔類などの植生
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が見られ，その生理生態学的研究が行われている（Beyer and Bölter 2002）．南極の大陸縁辺に
存在する露岩域には，淡水湖から飽和塩分に近い塩湖まで，様々な水質を持つ湖沼が数多く
点在している（Imura et al. 2003; Gibson et al. 2006）．そして，南緯 69 度，東経 39 度に位置す
る日本の南極昭和基地周辺にも幾つかの露岩域が存在し，100 個以上の多様な水質を持つ湖
沼が点在している．ここで「多様な」と表現したのには理由がある．東南極に位置する昭和
基地周辺の露岩域の湖沼は，1. 氷河融水を直接受ける湖，2. 氷河融水を間接的に受ける湖，
3. 雪田の融水に涵養される湖，4. 海水起源の湖と主として 4 つのタイプに分類できると考
えられているが（Seto et al. 2002; Imura et al. 2006），実際にはこのような典型的な湖沼は存在
せず，これらの特徴が組み合わさっているからである． 
現在，海水よりも高塩分を保持する湖沼では，そのほとんどが現在の海面高度より低い窪
地にあること，これら湖沼のの湖岸には海産生物の生物化石を産すること，および，湖底堆
積物中に海由来の生物化石を有することから（三浦ら 2002; Kimura et al. 2009），海洋起源の
塩湖（thalassohaline lake）と考えられている．昭和基地周辺の湖沼では，海水の 5 倍以上の塩
分を有するざくろ池，舟底池，およびすりばち池が知られている．すりばち池は上層に淡水
化された水塊，下層には海水に近い水塊が存在する部分循環湖であり，好気的な淡水と嫌気
的な塩水から Halomonas 属，Idiomarina 属，および Marinobacter 属の好塩菌が分離培養され
ている（Naganuma et al. 2005）．興味深いことに，好気的な淡水の上層から分離されなかった
Halomonas glaciei，嫌気的な塩水の下層からしか採れなかった Marinobacter sp.，両層から分
離される Halomonas sp.など，二層構造に応じた微生物の分布が明瞭に見られた．なお，昭和
基地周辺の湖沼において，原核生物，すなわちバクテリア（細菌）やアーキア（古細菌）を
実際に分離培養し，系統学的位置を特定した報告，あるいは，環境中の遺伝子を指標として
微生物相の分子系統解析を行った報告は，この好塩菌の報告以外には，同じすりばち池での
ジメチルスルフォキシド呼吸細菌（Matsuzaki et al. 2006），および部分循環湖ぬるめ池での微
生物群集構造解析（Kurosawa et al. 2010）の 2 例のみである． 
南極の湖沼生態系は，一般的に，湖水中に存在する植物プランクトンの生物量に基づいて，貧栄
養（oligotrophic），あるいは極貧栄養（ultra-oligotrophic）と分類される（Lizotte 2008）．極貧栄養の分
類基準は，年間最大クロロフィルa 量が2.5 mg m-3，年間平均が 1 mg m-3以下の湖沼である（Padisák 
2004）．貧栄養であることに加え，南極湖沼は，年間のほとんど，もしくは全ての期間にわたって氷に
覆われており，氷の厚さや積雪により湖水中の光環境が大きく変化する（Vincent et al. 1998）．さらに，
光の得られる短い夏の期間は，強光および強紫外線というストレスが多い時期である．従って，南極
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において液体状の水が存在する湖沼は，貴重かつ重要な生物活動の場であるが，陸上生態系
と同様に極めて貧栄養であるため，南極湖沼の生態系も乏しいものであろうと理解されてき
た．しかしながら，近年になって，南極の湖沼底では，藍藻，珪藻および緑藻などの藻類を
中心とした微生物のマットが発達することが報告されてきた（Vincent 1988; Ellis-Evans et al. 
1996; Tang et al. 1997; Quesada et al. 1999; Vincent 2000; Sabbe et al. 2004）．そして，その湖底の
微生物群集は，カロテノイドやキサントフィル，スキトネミンやマイコスポリン様アミノ酸を作り出し
（Vincent et al. 1993; Quesada et al. 1999; Hodgson et al. 2004），その有害な光を調節あるいは防御し
ていると考えられている（Kudoh et al. 2009）．このように，南極湖沼は，藻類を中心とした単純な生態
系で成り立っていることから，近年の地球環境変動の影響を調べるモデルサイトとして，湖沼学
的，生態学的研究が行われている（reviewed by Convey et al. 2006, 2011; Laybourn-Parry 2009）． 
さらに，1995 年，第 36 次日本南極地域観測隊が南極湖沼底に発達する水生コケ植物の大
群落「コケ坊主」を発見した（Imura et al. 1999）（図 2）．コケ坊主は，湖底の藻類マットから
塔状に立ち上がる特異な生物群集であり，大きいものでは直径 40 cm，高さ 80 cm にもなる
（Imura 2006）．コケ植物が湖沼底に群落を形成する現象自体は珍しいことではなく，グリー
ンランド，南極圏のキングジョージ島やリビングストン島，および南極大陸内陸部のドライ
バレーなど，南北両極域からの報告例がある（Quesada et al. 2008）．しかしながら，コケ坊主
のような異常な構造体は，南極のみならず，世界の他の地域からも未だ報告例がなく，極め
て特異な生態系である．なお，2004 年 1 月から 2005 年 2 月までの 1 年間の連続観測で得られ
た湖沼環境データの解析によると，コケ坊主がみられる湖沼は，一次生産の指標とされるクロロフィ
ル a 濃度が 0.1 μg L-1から 0.8 μg L-1の範囲であり（Tanabe et al. 2008），極貧栄養湖沼に分類さ
れる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  南極湖沼に特有な水生コケ植物の大群落「コケ坊主」（Nakai et al. 2011 を改変） 
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コケ坊主の発見以降，日本では，「南極湖沼生態系の構造と地史的遷移に関する研究計画 
(Research on Ecology and Geohistory of Antarctic Lakes; REGAL-Project) 」が組織され，昭和基地
周辺の露岩域における湖沼の形状や水質に関するデータが調査されてきており，REGAL 
Project DataBase (http://polaris.nipr.ac.jp/~penguin/Terrestrial/regal/DataBase/index.htm) でその湖
沼学的なデータが公開されている．また，2007 年から 2008 年にかけての 50 年に一度の国際
極年（International Polar Year, IPY）では，Microbiological and Ecological Responses to Global 
Environmental Changes in Polar Regions (MERGE)が IPY 認定プロジェクトとして，南北両極の
微生物相の多様性と系統に関する調査研究が展開された（Naganuma and Wilmotte 2009）． 
本研究では，コケ坊主に共在する微生物の遺伝子を標的として，後述する「分子生物学」
的なアプローチを用いることで，その種多様性および生物地球化学的機能を明らかにする． 
 
1.5 遺伝子を用いて生物相の種の多様性を調べる 
本研究では，コケ坊主の共在生物相の「遺伝子」を対象として，分子生物学的手法を用い
て，種の多様性とその生物地球化学的機能を調べる．本研究では，微生物を実際に分離培養
することを行っていない．これは，自然環境に生息する全微生物数のうち培養可能なものは
0.1－1%程度とされており，残りの99 %以上は何らかの理由で培養困難であるため，培養法で
は微生物の多様性を正確に把握できないからである（Amann et al. 1995）．なお，これはあく
まで全微生物数であり，全種数ではないことに注意しなければならない．また，培養法は，
有機物濃度だけでなく，有機物の種類にも影響される．さらには，培養条件（温度，塩分，
pH など）にも影響される．つまり，万能培地や万能条件は存在せず，考え得るあらゆる培地
とその組合せを網羅的に試し，培養する他ない．この問題を解決するにあたって，微生物を
培養することなしに，DNA を環境中から直接取り出し，リボソームRNA（rRNA）遺伝子を
ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction, PCR）で増幅させ，分子系統解析を進める
手法が1990年代に開発された（Amann et al. 1995）． 
 rRNA 遺伝子が微生物の系統解析に用いられるようになったのは幾つかの利点がある
（Woese 1987; Amann et al. 1995）．まず，rRNA 遺伝子は全ての生物に存在し，タンパク質
合成機能をもつため遺伝子配列の保存性が高い．この保存性の高い領域を核酸マーカー（プ
ライマーやプローブ）として利用し，生物種間で遺伝子配列が異なる領域を比較することで
生物の系統分類が可能になる．特に，原核生物では16S rRNA 遺伝子，真核生物では18S rRNA 
遺伝子が用いられ，その結果，環境中には従来の培養法では知りえなかった多種多様な微生
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物が生息することが報告されてきた（Giovannoni et al. 1990; Pace 1997; Karner et al. 2001）．現
在では，地球上の様々な環境から16S/18S rRNA遺伝子が網羅的に解析されるようになり，既
存の生物系統から大きく隔たった系統が発見されている（Hugenholz et al. 1998）．ちなみに，
環境中から得られたrRNA遺伝子のみで形成された推定上の分類群をcandidate divisionと呼ぶ
（Hugenholz et al. 1998）．このように，遺伝子を標的とすることにより，環境中に生息する
微生物を網羅的に検出および解析することが可能となり，今まで看過されていたcandidate 
divisionのような新規かつ新奇な微生物が存在することも明らかとなってきた． 
原核生物の種数は，「Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, second edition, vol.2」によると，
2003 年時点では6466 種（真正細菌6185種，古細菌281 種）である（Garrity et al. 2005）．その一方，
rRNA 遺伝子に基づいた微生物の多様性解析が盛んに行われるようになり，様々な環境由来の原
核生物の16S rRNA 遺伝子塩基配列データが蓄積されつつある．2011年8月9日時点では，ミシガ
ン州立大学が提供しているrRNA遺伝子のデータベース  Ribosomal Database Project (RDP; 
http://rdp.cme.msu.edu/ ) において，1,921,179件の16S rRNA 遺伝子配列が登録されている． 
ところで，生物のゲノム配列が網羅的に決定される今日では，種の定義もゲノム配列に基づいて
明らかにされるべきものと考えられている（Tindall et al. 2010）．特に，Konstantininids and Tiedje 
(2005) によって提案されたaverage nuclteotide identity (ANI) 法が，近い将来，微生物の系統分類
の主流になると考えられている（Tindall et al. 2010）．この方法は，微生物の全ゲノム配列からオーソ
ロガス（orthologus）遺伝子，つまり，同一祖先に由来する相同な遺伝子のうち，種分化によって分か
れた遺伝子を抜き出してその相同性を比較するという方法である．2011年11月13日時点では，米国
生物工学情報センター（National Center for Biotechnology Information; NCBI）が提供している
Genome Project （http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi）によると，既に全ゲノム解析が完
了している微生物は，真正細菌1675種と古細菌120種の計1795種である． 
 
1.6 遺伝子を用いて生物相の生物地球化学的機能を調べる 
 前述した 16S/18S rRNA 遺伝子に基づいた分子系統解析では，純粋培養されている近縁な分類
群の微生物からその性質を推定することしかできず，その機能を知ることは困難である（Zwirglmaier 
et al. 2005）．また，系統的学的に近縁なものが存在しない場合は，機能を推定することもできない
（Zwirglmaier et al. 2005）．そのため，rRNA 遺伝子の解析のみでは，コケ坊主の共在生物相がどの
ような機能を有するのか，正確に把握できないと考えられる．そこで本研究では，コケ坊主の共在生
物相の生物地球化学的機能を調べるため，微生物の代謝反応を触媒する酵素の遺伝子（酵素
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遺伝子）を対象として検出および解析を行った．例えば，窒素固定反応を触媒する酵素を持
つ微生物だけを環境中から検出したい場合，窒素固定細菌が共通して持つ窒素固定酵素
（NifH）をコードする遺伝子（nifH）を標的として検出を試みた．このように，酵素遺伝子
を指標とすることで特定の機能（例えば，二酸化炭素固定，窒素固定，アンモニア酸化など）
を持つ微生物を検出することができる．更に，微生物の重要なエネルギー代謝を触媒する酵
素の遺伝子情報は保存性が高く，rRNA 遺伝子のように微生物の進化系統を推定する指標とし
ても利用することが可能である（for example, Wagner et al. 1998; Klein et al. 2001）． 
 
1.7 本研究の目的 
水生コケ植物の大群落「コケ坊主」は南極湖沼にのみ特有な生物群集である．コケ坊主は
酸化的な外層と還元的な内層の二層構造を持ち，珪藻，緑藻，藍藻などと共在していること
が報告されている（Imura et al. 1999; Ohtani et al. 2001; Ohtsuka et al. 2006）．南極コケ坊主は，
植物と微生物の新たな共在あるいは共生系であると考えられるが，その共在生物相に関する
知見は，顕微鏡観察から藻類の存在が確認されているのみである．そこで本研究では，この
特異な生態系に共在する生物相の種の多様性および生物地球化学機能を明らかにするため，
分子生物学的手法を用いて，系統分類に汎用される遺伝子や代謝に関与する酵素の遺伝子（酵
素遺伝子）の検出および解析を行った．本研究の結果は，極域環境における植物と微生物の
共在あるいは共生系，そしてそこで生じる生化学的なプロセス，および，生物多様性や生物
地理の議論を深める材料を提供し得るものと考えられる． 
ところで，この論文では「共在生物相」という言葉を使用しているが，それは英語の
association に当てた言葉である．共在と似た言葉に共生と共存がある．共生（symbiosis）は「2
種類（またはそれ以上）の異なる生物が同時に同じ空間に生息する状態」と定義される（de Bary, 
1879）．さらに，共生は，宿主（host）にとって共生者（symbiont）が必須か否かによって必
須共生（obligate symbiosis）と任意共生（facultative symbiosis）に分けられる．一般的に，必
須共生においては，宿主と共生者の両者が得をする相利共生（mutualism）の関係が発達して
いる．一方，任意共生については，一部で相利共生が発達するものの，共生によって共生者
のみが利益を受け，宿主が何らかの害を受ける寄生（parasitism）の関係が多くみられる．本
研究で扱うコケ坊主においては，コケ坊主と微生物が「共生」しているのか，つまり，コケ
坊主（宿主）と微生物（共生者）の間に必須共生あるいは任意共生のような相互依存の関係
があるのかどうか分からない．また，共存（concomitance）は「2 種類以上のものがともに存
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在すること」という意味であるが，その底には「本来なら競争的な関係が，何らかの努力に
よって穏やかになっている」という含意があるように思える．だからこそわざわざ「共存共
栄」という表現があるのだ．最初から共栄の意味が自明として含まれているわけではない．
コケ坊主は明らかに共栄的であり，それが成功を収めているので，「共存」ではない． 
一方，この論文で共在を当てている英語の association には，共生 symbiosis ほど相互依存は
強くないが，互助あるいは互恵のような緩やかな共栄的関係という含意がある．そして，そ
れこそが，本研究で解明すべきコケ坊主の生態の鍵であるので，この論文では共在という言
葉を使用することとした． 
なお，微生物の群集構造や寡占度については，ある程度の時間を経た「積分」的なパラメ
ータである．つまり，微生物が増殖し，それらが群集を形成するまでには，ある程度の時間
が必要である．また，その微生物群集は，自然環境から種々のストレス（本研究で対象とす
る南極湖沼であれば，極貧栄養，強光，強紫外線など）を受けるので，ある種の微生物は死
に絶える．そして，その環境に特異的あるいは特徴的な微生物群集が形成されていくと考え
られる．このように，微生物群集の種の多様性は「積分」的な情報を内包している．一方，
南極湖沼の現場で取得された湖沼学的な情報，例えば，イオン濃度はあくまで測定したとき
の瞬間的なデータであるため，「微分」的なパラメータであるといえる．従って，本研究の結
果は，これまでに蓄積されてきた現場の環境データとお互いが補い合う関係であり，それら
と比較することで，南極湖沼の生態系の状態を伺うのに資するデータになり得る．さらに，
今後，現場で実測するべき環境データを提示することもまた可能である． 
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第 2 章.  
 
南極湖沼に特有な水生コケ植物に共在する原核生物の種の多様性 
 
 
要旨 
南極湖沼に特有なコケ坊主は，湖底藻類マットから搭状に立ち上がる Leptobryum 属のコケを
中心とした生物群集であり，酸化的な外層と還元的な内層の二層構造を持ち，藍藻や珪藻，
微生物などと共在している．これまでに，生息場所における湖沼学的特徴やコケ坊主の光合
成特性などについて研究されているが，その二層構造の生態系や共生系の構造についてはま
だ明らかにされていない．本研究では，分子生物学的手法を用いて，コケ坊主と共在してい
る微生物相を解析し，その生態系や共生系の構造について考察を行った．我々は完全なコケ
坊主体 2 個体について 16S rRNA 遺伝子による分子系統解析を行った．まず，コケ坊主を内
層と外層，さらにそれらを上下縦方向に分け，計 14 部位から DNA を抽出した．そこから原
核生物の系統分類に汎用される 16S rRNA 遺伝子を標的とした PCR を試み，その PCR クロー
ン・ライブラリーを構築した．各ライブラリーから 96 クローンを無造作に選び，2 個体で 2688
クローン（それぞれ 1344 クローンずつ）の 16S rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列を決定し
て分子系統解析を行った．その結果，コケ坊主全体には Proteobacteria に帰属する phylotype
が優占的に存在し，外層には光合成細菌 Cyanobacteria，内層には絶対嫌気性のグラム陽性細
菌 Clostridium 属や硫酸還元菌がそれぞれ特徴的に存在することが示唆された．また，コケ坊
主の全体には窒素固定や脱窒を行う微生物種に近縁な phylotype が存在することも示された．
以上のことから，コケ坊主 1 個体の中では，部位によってそれぞれに異なる微生物系統群が
生息し，その微生物コミュニティによって窒素固定，脱窒と硫黄還元などが行われ，微生物
コミュニティは好気的外層部と嫌気的内層部の酸化還元勾配の構造を確立，維持する役割を
果たしている可能性が示唆された． 
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2.1 研究の背景 
 
南極湖沼に特有な水生コケ植物の大群落「コケ坊主」は，湖底の藻類マットから塔状に立
ち上がる生物群集である（第1章の図2）．大きいものでは直径40 cm，高さ80 cmになる (Imura, 
2006) ．コケ群落が塔状に立ち上がる理由は，水の動揺のない南極湖沼中で成長する群落が，
光を求めて上に成長してゆくためだと考えられている（Imura et al. 2000）．また，コケ坊主内
層の放射性炭素年代測定年代測定から，表面から 20 cm 程内部は 250～300 年程前に形成さ
れたことが示された（Imura et al. 2000; Kudoh et al. 2003a）．従って，高さ 80 cm のコケ坊主で
はその成長に 1000～1200 年の時を要することになる．コケ坊主は，基本的には Leptobryum sp. 
というコケ種の植物体であり，それが密に絡み合って一つの搭状の構造体を作り上げている．
その中に一部 Bryum sp. が混在するものもある (Ohtani et al. 2001)． 
Imura et al. （1999）がコケ坊主を論文で初めて報告して以降，放射性炭素年代測定年代測
定によるコケ坊主の成長速度の推定（Imura et al. 2000），コケ坊主を構成するコケ種とその付
着藻類（Ohtani et al. 2001），昭和基地周辺の水生コケ植物の分布（Imura et al. 2003），コケ坊
主のサイズ，炭素量，窒素量およびクロロフィル量（Kudoh et al. 2003a; Imura 2006），湖沼の
水質や光環境（Kudoh et al. 2003b; Tanabe et al. 2008），光合成活性（Kudoh et al. 2003c; Kudoh et 
al. 2009）が報告されてきた．湖底堆積物の年代測定結果によると，コケ坊主がみられる昭和
基地周辺の露岩域の湖沼群は，最終氷期以降の氷床後退後の数千年の間に成立したものであ
ると推定されている（Iwasa et al. 2000; Matsumoto et al. 2006）．Kimura et al.（2010）は，コケ
坊主が発見されたほとけ池について，温度，塩分，溶存酸素および pH の鉛直プロファイルを
初めて報告し，水深 1 m と 2 m の間に水温躍層と塩分躍層があることを明らかにしている．
また，湖沼での長期連続観測により，このような成層構造は，夏に湖面を覆う氷が融けた後
直ぐに消失することが報告されている（Tanabe et al. 2008; Kudoh et al. 2009）． 
特に，コケ坊主のユニークな構造上の特徴については詳細に報告されている．コケ坊主は，
緑色の外層と，褐色の Leptobryum sp. 植物遺体が詰まっている内層の二層構造で形成されて
いる（Imura et al. 1999; Imura et al. 2002）（図 3）．外層は，緑の生きたコケ組織を中心に，そ
の周りに付着している藍藻，珪藻などとともに光合成がおこなわれている好気的な環境であ
るが，一方，内層は褐色の Leptobryum sp. 植物体で形成され，その多くが分解されて強い腐
卵臭が発生している嫌気的な環境であり，コケ坊主内で，外層と内層の間に酸化還元勾配が
存在する可能性が挙げられている (Kudoh et al. 2003a) ． 
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図 3  コケ坊主の縦断面図 
 
以上のように，南極コケ坊主に関しては形態学的な特徴および湖沼学的特徴に関する知見
が蓄積されてきた．しかし，そのユニークな層構造の生態学系や共生系の構造については明
らかにされていない．特にコケ坊主に共在する微生物相に関しては，その報告はほとんどな
い．そこで，この特異な生態系に生息する微生物の群集構造を明らかにするため，本研究で
は，分子生物学的手法を用いて，コケ坊主と共在している微生物相を解析し，その生態系や
共生系の構造について考察を行った．我々は完全なコケ坊主 2 標本について 16S rRNA 遺伝
子による分子系統解析を行った．本研究の結果は，コケ坊主をはじめとする極域環境におけ
る水生植物を中心とした生態系，環境生理学および生物多様性，そしてそこで生じる生化学
的プロセスの議論を深める材料を提供し得るものと考えられる． 
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2.2 材料と方法 
 
2.2.1 調査湖沼と生物標本の採取 
コケ坊主標本の採取は，2000 年 1 月 19 日，第 42 次日本南極地域観測隊により，東南極
に位置する日本の昭和基地周辺スカルブスネス地域のほとけ池（69°28′ S, 39°34′ E）にて行わ
れた（図 4）．試料採取時，ほとけ池の湖面は凍っておらず，水温は 3.7°C，電気伝導度は 107.1 
ms m−1，溶存酸素濃度は 12.0 mg L−1，pH は 7.01 であった（Kudoh et al. 2003b）．また，湖水
の各種イオン濃度については，リン酸イオン（PO4-）は 0 mg L-1の検出限界以下，塩化物イオ
ン（Cl-）は 256.0 mg L-1，亜硝酸イオン（NO2-）は 0 mg L-1，硝酸イオン（NO3-）は 0mg L-1
の検出限界以下，硫酸イオン（SO42-）は 40.6 mg L-1，ナトリウムイオン（Na+）は 137 mg L-1，
アンモニウムイオン（NH4+）は 0 mg L-1の検出限界以下，カリウムイオン（K+）は 4.4 mg L-1，
マグネシウムイオン（Mg2+）は 29.8 mg L-1，カルシウムイオン（Ca2+）は 19 mg L-1であった
（Kudoh et al. 2003b）．採取したコケ坊主標本は直径 22 cm，高さ 30 cm であった．採取標本
は，直ちにヘリコプターで砕氷艦しらせの船上の研究室に運ばれ，遺伝子解析を行うまで
-20°C で冷凍保存された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4  東南極に位置する昭和基地周辺スカルブスネス地域のほとけ池（69°28′ S, 39°34′ E） 
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2.2.2 微生物の混合ゲノムDNAの抽出と精製 
コケ坊主標本は，研究室に持ち帰った後，凍結したままで内層と外層，さらにそれらを上
下縦方向に 7 つに分け，外層 7 画分，内層 7 画分の計 14 画分に分画した．分画した試料は，
外層試料を O1～O7，内層試料を I1～I7 と管理上の簡易名を付けた（図 5）．次に，各画分を
凍結乾燥させ，滅菌済みのすり棒で試料を粉砕し，遺伝子解析用の試料とした．微生物の混
合ゲノム DNA は，各画分 500 mg （乾重量）を用いて，Miller et al. (1999) のビーズ破砕法を
一部改変して抽出した．コケ坊主標本（100 mg, 乾重量）を 2 ml スクリューキャップマイク
ロチューブに採り，そこに粒径 0.1 mm の滅菌済み ジルコニウム/シリカビーズ (BioSpec 
Products Inc., Bartlesville, Oklahoma) 1.2 g を加えた．マイクロチューブに 0.3 ml のリン酸緩衝
液 (100 mM NaH2PO4, pH 8.0) ，0.3 ml の溶菌緩衝液 (10% SDS, 100 mM NaCl, 500 mM 
Tris–HCl, pH 8.0) ，0.3 ml のクロロホルム-イソアミルアルコール (24：1) を加えた．マイク
ロチューブをミニビードビーター8 (BioSpec Products) にセットして振盪した (3200 rpm, 3 
min) ．振盪後，チューブ内のビーズと破砕された細胞片は遠心分離 (15,000 rpm, 5 min) によ
り沈殿させて除去した．次に，その上清を Mag Extractor –Genome– (Toyobo, Osaka, Japan) を
説明書に則して用い，精製した．また，精製ゲノム DNA の濃度を算出するため，分光光度計 
GeneQuant pro RNA/DNA calculator (Amersham Pharmacia, St Albans, UK) を用いて，260 nm の
紫外吸光度（A260）を測定した．さらに，純度の目安として 260 nm と 280 nm の吸光度の比
（A260/A280）も測定した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  分画したコケ坊主標本の概略図 
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2.2.3 16S rRNA 遺伝子の PCR 増幅 
16S rRNA 遺伝子のほぼ全長の PCR 増幅には，真正細菌に特異な 27F，古細菌に特異な 21F，
及びユニバーサルな1492Rが用いられた (Delong 1992) ．PCR 増幅には TaKaRa Thermal Cycler 
PERSONAL TP240 （TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japan）と TaKaRa Ex Taq polymerase を使用した．PCR
の反応条件は既報の条件に従った (Naganuma et al. 2007)．PCR増幅産物をTOPO TA cloning kit 
(Invitrogen, California, USA) を用いてクローニングした後，Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) 
に形質転換した．インサートされた 16S rRNA 遺伝子は DNA シークエンサーABI 3730XL 
automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, USA) を使用して塩基配列が決定された． 
 
2.2.4 PCR クローン・ライブラリーの構築と系統解析 
得られた各クローンのヌクレオチド配列は，CD-hit program によって相同性が 97 %以上の
配列を同種とみなし，複数クローンをphylotypeとして統合した (Li and Godzik, 2006) ．なお，
phylotypes の基準 (criterion) を相同性 90%に低下させてつくった場合，2 個体間で過半数の
phylotypesが一致した．2 クローン以上からなる phylotype は各塩基配列の変異部分を比較し，
16S rRNA 遺伝子の全塩基中で割合の高いクローンを代表とした．得られた phylotype のキメ
ラチェックには，RDPII chimera detection (Maidak et al. 2001) と Web-Pintail (Ashelford et al. 
2005) を使用した．また，分類した phylotype を既知の 16S rRNA 遺伝子と比較するため，NCBI 
が提供している BLAST program ver 2.2.17 を使用し，NCBI の nt-database や DDBJ の 16S rRNA 
遺伝子 database を検索対象にして BLASTN 相同性検索を行った．更に，RDPII の Naive 
Bayesian rRNA Classifier Version 2.0 を使用し，各 phylotype の系統分類を行った (Wang et al., 
2007) ．微生物多様性に関する Rarefaction 分析を行うため，Rarefaction Caluculator  
(http://www.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php) を使用した． 
 
2.2.5 16S rRNA遺伝子解析の再現性の確認 
本研究では，16S rRNA遺伝子解析の再現性を確認するため，ほとけ池で採取された別のコ
ケ坊主1個体 （直径20cm，高さ27cm, 第2標本）についても，1番目のコケ坊主（第1標本）と
同様に，外層7 画分，内層7 画分の計14 画分に分画した後，遺伝子解析を行った． 
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2.3 結果と考察 
 
2.3.1 16S rRNA 遺伝子に基づくコケ坊主内の原核生物の種の多様性 
DNA 抽出の結果，コケ坊主の外層からは平均収量 1.5±0.3 μg，内層からは平均 2.4±0.4 μg
の混合ゲノム DNA が抽出された．精製ゲノム DNA の純度の指標となる吸光度の比（A260/A280）
は全て 1.4 以上であった．また，PCR 増幅の結果，コケ坊主の外層 7 画分，内層 7 画分の計
14 画分全てからバクテリアの 16S rRNA 遺伝子が検出された．一方，アーキアの 16S rRNA 遺
伝子については，数回の再試を行ったものの，コケ坊主の全画分どこからも PCR 産物が得ら
れなかった．従って，真正細菌 16S rRNA 遺伝子の PCR 産物のみをクローニングに使用した． 
コケ坊主の第1標本 (the specimen A) から得られた1344 クローンの塩基配列データについ
て，シークエンス波形の明瞭でないものとキメラシーケンスを除外し，最終的な解析対象と
して 1101 クローンを得た．これら 1101 クローンについては，核酸配列で 97%以上一致する
もの同士を phylotype としてグルーピングし，294 の phylotype を得た．Naive Bayesian rRNA 
Classifier Version 2.0 による系統分類の結果，この 294 phylotypes は，9 Cyanobacteria，59 
Alphaproteobacteria，16 Betaproteobacteria，5 Gammaproteobacteria，30 Deltaproteobacteria，1 
Unclassified proteobacteria，23 Bacteroidetes，2 Nitrospirae，12 Firmicutes，41 Chloroflexi，12 
Actinobacteria，36 Planctomycetes，19 Acidobacteria，10 Verrucomicrobia，6 candidate divisions (1 
OP11, 1 OD1, 2 TM7, 2 WS3) ，13 Unclassified bacteria の 16 クラスターに帰属されることが分
かった（表 2）．各 phylotype のコケ坊主 14 画分における分布，系統分類および BLASTN 相同
検索結果は補足表 1 に示している． 
コケ坊主全体には Proteobacteria に近縁な塩基配列が優占しており，さらに，外層では光合
成細菌 Cyanobacteria が，内層では偏性嫌気性のグラム陽性細菌 Clostridia がそれぞれ特異的
に検出された．これによりコケ坊主の外層と内層には，共通の微生物系統群と，各層に特異
的な微生物系統群が存在することが示された．また，コケ坊主の外層最深部においては，既
知の真正細菌のどのグループにも分類することができないようなグループ (candidate division 
OP11, OD1, TM7, Unclassified bacteria) が，計 19 phylotypes 検出され，それが解析クローン全
体の約 30% を占めていた．Rarefaction 分析の結果，コケ坊主外層の 2 画（O1 および O3）を
除いて，コケ坊主内層の方が外層よりも潜在的な生物多様性の可能性が高いことが分かった
（図 6）． 
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図 6 コケ坊主の外層（O1～O7）および内層（I 1～I 7）における 
真正細菌の 16S rRNA 遺伝子の rarefaction curves 
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2.3.2 コケ坊主で最優占していた Proteobacteria 
Proteobacteria に属する phylotype は，111/294 種類（クローン数は 551/1101; 全体の約 50 %）
得られ，コケ坊主の内層外層計 14 画全ての部位において最も優占していた (表 2) ．111 
phylotypes の中では，Alphaproteobacteria に属する phylotype が 59/294 種類（クローン数は
347/1101; 全体の約 31.5 %）が得られ，特に MPB1-33（クローン数は 157/347; 全体の 45.2 %）
がコケ坊主内層外層計 14 画全部位からクローンが得られた．この phylotype は活性汚泥から
得られた clone AS13 (EU283353) に相同性 99.4 %であり，分離された株では未同定種 alpha 
proteobacterium A0839 に相同性 89.4 %であった．また，他の phylotype でコケ坊主の内層外層
計 14 画全部位からクローンが得られたのは，MPB1-27（クローン数は 24/347; 全体の 6.9 %）
で，これは重金属汚染土壌から得られた clone 655092 (AF236002) に相同性 96.6 %であった．
この phylotype は，分離された株では Bradyrhizobium 属に相同性 92.1 %であった． 
Deltaproteobacteria に属する phylotype は，30/294 種類（クローン数は 112/1101; 全体の約
10.2 %）得られた．この 30 phylotypes の中では，MPB1-104（クローン数は 42/112; 全体の約
37.5 %）が最も優占し，これはハワイ火山国立公園の cave のシアノバクテリアマットから得
られた clone HAVOmat82 (EF032751) に相同性 96 %であった．この phylotype は，分離された
株では Geobacter 属に相同性 85.9 %であった．また，本研究において，既知の分離された硫
酸還元菌 Desulfatirhabdium 属，Desulfonema 属，Sulfate-reducing bacterium STP23 に近縁な
phylotypeがコケ坊主内層から得られ，相同性はそれぞれ 94.9 %，92.4 %および 97 %であった．
これらは，嫌気環境における微生物代謝として代表的な硫酸還元を行う微生物である．この
ことから，コケ坊主内部，特に嫌気的環境であると考えられるコケ坊主内層において硫酸還
元が営まれている可能性が示された． 
Betaproteobacteria と Gammaproteobacteria は minor であったのでここでは議論しない． 
 
2.3.3 コケ坊主外層に特異的に検出された Cyanobacteria 
光合成細菌シアノバクテリアは，南極の湖沼における主要な一次生産者である(Vincent 1988, 
2000; Quesada et al. 2008) ．本研究において，Cyanobacteria に属する phylotype は，9/294 種
類（クローン数は 65/1101; 全体の約 5.9 %） 得られ (表 2) ，その全てのクローンはコケ坊
主の好気的な環境，すなわち外層から得られた．得られた phylotype は，分離された株の中
では Leptolyngbya 属，Phormidium 属，Nostoc 属，Synechococcus 属に近縁であり，その相同
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性の範囲は94.2 %～99.8 %であった．この9 phylotypes の中では，MPB1-3（クローン数は30/65; 
全体の約 46.2 %）が最も優占しており，コケ坊主外層の 7 部位全てからクローンが得られた．
この MPB1-3 は，東南極ラーズマンヒルズ (Larsemann Hills) の Reid lake の湖底微生物マッ
トから得られた clone RJ088 (DQ181681)  (Taton et al. 2006a) に相同性 100 %で完全に一致し
た．この phylotype は，分離された株では Leptolyngbya frigida ANT.LH64B.1 (AY493577) に相
同性 98.3 %であり，この分離株も南極種である (Taton et al. 2006b) ． Ohtani ら (2001) のコ
ケ坊主の付着藻類に関する報告において，顕微鏡観察による Leptolyngbya 属の存在が確認さ
れており，過去の報告と一致した． 
 
2.3.4 コケ坊主内層に特異的に検出された Firmicutes 
Firmicutes に属する phylotype は，12/294 種類（クローン数は 47/1101; 全体の約 4.3 %）得
られ (表 2) ，その内訳は，Bacilli，Clostridia がそれぞれ，1 および 11 phylotype 得られた． 得
られた Firmicutes のほとんどを占める偏性嫌気性の芽胞形成細菌 Clostridia に属するクローン
は全てコケ坊主の内層から得られており，これは前述した脂肪酸分析の結果と一致している．
これは，コケ坊主の内層が外層とは異なり，偏性嫌気性の Clostridia が生息できる嫌気的環境
である可能性が高いことを示唆している．Clostridia に属する 11 phylotypes の中では，
MPB1-149（クローン数は 15/45; 全体の約 33.3 %）が最も優占し，これは分離された Clostridium 
estertheticum subsp. Laramiense に相同性 96.5 %であった．また，準優占していた MPB1-154（ク
ローン数は 11/45; 全体の約 24.4 %）は，分離された Clostridium bowmanii に相同性 98.4 %で
あった．また，コケ坊主内層の最深部（I1）においては，分離された硫酸還元菌 Desulfosporosinus
属に相同性が 96.7 %の phylotype も得られた．このことから，コケ坊主の内層では，前述し
た Deltaproteobacteria だけではなく，Firmicutes 門にも硫酸還元に関与する種類が知られてお
り (Kaneko et al., 2007) ，それらの種類に関連するクローンが検出されたものと思われる． 
 
2.3.5 コケ坊主外層最深部から検出された candidate division と unclassified bacteria 
コケ坊主から得られた 294 phylotype のうち，既知の真正細菌のどのグループにも分類する
ことができないようなグループに属する phylotype が 19 phylotypes（クローン数は 80/1101; 全
体の約 7.3 %）得られた (表 2) ．そのうち，candidate division (OP11, OD1,TM7, WS3)，
Unclassified bacteria に属するクローンの約 30% が，コケ坊主外層の最深部 (O1) から得られ
た．candidate division とは，環境中から得られた既知の系統群に属さない遺伝子クローンを
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統合して作成された推定上の門のことである．この candidate division の代表例として，イエ
ローストーン国立公園の温泉泥から検出された 16S rRNA 遺伝子を基に作られた candidate 
division OP11 があり (Hugenholtz et al. 1998) ，本研究でもコケ坊主の外層最深部 (O1) から
OP11 に近縁な phylotype が得られている（クローン数は 7/82; 全体の約 8.5 %）．また，2004 
年に candidate division OP11 の subdivision から独立した candidate division OD1 についても 
(Harris et al. 2004) ，コケ坊主の外層最深部 (O1) において近縁な phylotype が 6/82 クローン
（全体の約 7.3 %）得られた．これらの candidate division に属するクローンは，淡水および海
水中の堆積物（Wise et al. 1997; Li et al. 1999），温泉泥 (Hugenholtz et al. 1998) ，地下水 
(Watanabe et al. 2001; Miyoshi et al. 2005) ，土壌 (Kuske et al. 1997) および人の口腔 (Paster et al. 
2001) などの様々な嫌気環境から得られている．本研究においては，好気的であると考えら
れる外層 (O1) からこれらの candidate division に属するクローンが多数得られているが，この
理由としては，外層 O1 が，外層最深部であり，試料採取時のコケ坊主直下堆積物を一緒に
採取している可能性があり，試料のコンタミネーションの可能性があると考えられる．これ
を解明するためには，今後，試料コケ坊主直下の堆積物中の微生物相解析を行い，コケ坊主
内微生物相との比較解析を行うことが考えられる． 
 
2.3.6 第 2 のコケ坊主の 16S rRNA 遺伝子解析による再現性の評価 
本研究では，遺伝子解析の再現性を確認するために，コケ坊主の第 2 標本 (the specimen B) 
でも，コケ坊主の第 1 標本 (the specimen A) と同様に，試料コケ坊主を外層 7 画分，内層 7 画
分の計 14 画分に分画した後，分割したコケ坊主の計 14 部位から DNA を抽出して PCR クロ
ーンライブラリー14 組を構築し，各ライブラリーから 96 クローンを無作為に選び，1344 ク
ローンの 16S rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列を決定して分子系統解析を行った．得られ
た 1344 クローンの塩基配列データから，シークエンス波形の明瞭でないものとキメラシー
ケンスを除外し，1109 クローンを得た．これら 1109 クローンについては，phylotype 分類 
(>97%) を行い，270 の phylotype を得た（補足表 2）． 
この 270 phylotype を the specimen A の phylotype と比較照合した結果，the specimen A と共
通のphylotype (based on the 97%-criterion) が103個存在した．これは the specimen Aのphylotype
の 35％，the specimen B の phylotype の 38％である．これをもって微生物相の再現性につい
て必ずしも示していると言えるわけではないかもしれないが，微生物コミュニティ構造につ
いてのある傾向を反映していると考えられる．なお，仮に phylotype の規準 (criterion)を 16S 
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rRNA 遺伝子の相同性 97%以上（種のレベルに相当）ではなく 90％（科のレベルに相当）に
した場合，phylotype の数が減るとともに，ふたつのコケ坊主間で共通する phylotype は増え
る；全体の半分かそれ以上の phylotype が共通することがわかった．一方，the specimen A お
よび the specimen B において，Proteobacteria が最優占すること，さらに，Cyanobacteria が外
層に，Firmicutes が内層に特異的にみられるという特徴は共通していた (表 3) ． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方，外層における Cyanobacteria の存在頻度については，the specimen A が 11.9%，the 
specimen B が 30% と差が見られた．また，the specimen B における外層最深部での，candidate 
divisions や Unclassified bacteria の存在頻度は 17.5%であり，the specimen A における存在頻度
30% とは差が見られた．これらのことは，the specimen A および the specimen B の phylotype 
frequency からもわかる (図 7) ．つまり，the specimen A および the specimen B における系統
存在度は，コケ坊主の外層よりも内層において類似しており，内層においては，ほぼ一致し
ていることがわかる．つまり，これは，コケ坊主の外層の存在によって，外部からの影響が
少なくなると考えられる内層部分においては，コケ坊主の各個体に存在する微生物コミュニ
ティ（微生物相）の傾向がほぼ決まっている可能性が高いことを示すものと考えられる．ま
 
Exterior Inner Exterior Inner
Cyanobacteria 65 0 169 0
Alphaproteobacteria 184 163 117 167
Betaproteobacteria 31 43 8 52
Gammaproteobacteria 5 7 9 5
Deltaproteobacteria 62 50 9 80
unclassified Proteobacteria 4 2 6 7
Bacteroidetes 17 45 36 26
Nitrospirae 1 11 0 4
Firmicutes 0 47 0 45
Chloroflexi 51 47 97 53
Actinobacteria 5 20 22 3
Planctomycetes 46 53 40 58
Acidobacteria 15 23 2 11
Verrucomicrobia 17 7 7 7
Caldiserica 0 0 0 1
Gemmatimonadetes 0 0 3 0
Candidate division 21 13 13 9
　OP10 (0) (0) (5) (4)
　TM7 (5) (5) (0) (3)
　WS3 (0) (6) (0) (0)
　OP11 (8) (2) (7) (2)
　OD1 (8) (0) (1) (0)
unclassified Bacteria 24 22 26 17
Subtotal 548 553 564 545
Total 1101 1109
表3  コケ坊主の第1標本と第2標本から得られた細菌の16S rRNA遺伝子のPCRクローンの分布と系統
Specimen A Specimen BPhylogenetic group
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た，コケ坊主の外層における微生物系統群については，コケ坊主外層は湖水と直接接触して
おり，湖水中の微生物相と部分的に共通する phylotypes が存在する可能性が高く，それが本
研究におけるコケ坊主外層の遺伝子解析結果にもとづく微生物系統群に反映されている可能
性が高いことが推測される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7  コケ坊主の第 1 標本と第 2 標本における phylotype frequency 
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2.4 結論 
 
本研究では，二つの完全なコケ坊主を用いて，16S rRNA 遺伝子による分子系統解析を行っ
た結果，コケ坊主全体には Proteobacteria に帰属する phylotype が優占的に存在し，外層には
光合成細菌 Cyanobacteria，内層にはグラム陽性細菌および硫酸還元菌，内層下部にはグラム
陰性細菌がそれぞれ特徴的に存在することが示唆された．また，全部位において窒素固定や
脱窒を行う微生物種に近縁な phylotype が存在することも示された．以上のことから，コケ坊
主一個体の中では，部位によってそれぞれに異なる微生物系統群が生息し，その微生物コミ
ュニティによって窒素固定，脱窒と硫黄還元などが行われ，微生物コミュニティは好気的外
層部と嫌気的内層部において異なる生化学的プロセスに関与し，酸化還元勾配の構造を確立，
維持する役割を果たしている可能性が示唆された． 
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第 3 章 
 
南極湖沼に特有な水生コケ植物の共在する真核生物の種の多様性 
 
 
要旨 
南極湖沼に特有の生物群集「コケ坊主」は，主構成種であるコケ類 Leptobryum 属とそれに
付随する微生物相が協調的に物質生産および物質循環を行う，自立度の高いミニ生態系であ
る．これまでに 16S rRNA 遺伝子の多様性解析により，コケ坊主内外上下の藍藻やバクテリ
アの種組成を明らかにしてきた（第 2 章参照; Nakai et al. 2011）．しかしながら，コケ坊主の
主要構成種であるコケ類，および真核微生物については詳細な同定あるいは系統解析がなさ
れていなかった．本章では，分子生物学的手法を用いて，コケの系統学的位置とコケに共在
している真核微生物相を明らかにすることにより，その生態系の構造について考察を行った．
まず，完全なコケ坊主体を外層と内層，さらにそれらを上下縦方向に分け，計 14 部位に分割
した．そこから 18S rRNA 遺伝子の PCR クローン・ライブラリーを 14 組構築した．そして，
コケ坊主の第 1 標本と第 2 標本の 2 標本からそれぞれ 1344 クローンずつ，計 2688 クローン
の 18S rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列を決定した．分子系統解析の結果，コケ坊主の主
構成体であるコケ由来と思われるクローン（phylotype）が既知種 Leptobryum pyriforme の 18S 
rRNA 遺伝子に相同性 99.9%で最近縁であることが分かった．また，コケ坊主全体に novel clade
の菌類が突出して優占しており，これがコケ坊主生態系における寄生者あるいは分解者とし
て炭素循環に寄与している可能性が示唆された．さらに，外層には繊毛虫やクマムシに帰属
する phylotypes が準優占する一方，内層には特異的にアメーバ様の単細胞真核生物
Cercomonas（Cercozoa）の phylotype が検出された．これらの特徴はコケ坊主の第 2 標本でも
共通していた．以上のことから，コケ坊主一個体の中では，コケ坊主全体に広く分布する真
核微生物系統と，外層と内層の各層に特徴的に分布する系統が存在することが高い蓋然性を
もって示された． 
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3.1 研究の背景 
 
南極の極貧栄養湖沼に特有な生物群集「コケ坊主」は，主構成種であるコケ類 Leptobryum sp.
とそれに付随する微生物相が極限環境で協調的に物質生産および物質循環を行うミニ生態系
であると考えられる．これまでに 16S rRNA 遺伝子の多様性解析を行い，コケ坊主内外上下
の原核生物，すなわちシアノバクテリアやバクテリア（細菌）の種組成を明らかにしてきた
（第 2 章参照; Nakai et al. 2011）．ただし，原核生物のうち，アーキア（古細菌）の rRNA 遺
伝子は検出されなかった．しかしながら，そのコケ類や真核微生物に関しては，コケ類の
Leptobryum sp.および Bryum pseudotriquetrum（Imura et al. 1999），また，付着藻類として，珪
藻の Amphora 属，緑藻の Oedogonium 属と Cosmarium 属，および，藍藻の Leptolyngbya 属が顕微
鏡観察から報告された例に限られている（Ohtani et al. 2001; Ohtsuka et al. 2006）．コケ坊主生態系
において，コケ類は主要な構成種である．また，コケ類に共在する真核微生物は，生態系の
存立と維持に関与する重要な働きを担うと考えられる．そこで本研究では，この南極湖沼に
特有な生態系を構成するコケ類と真核微生物相の系統と多様性を明らかにするため，18S 
rRNA 遺伝子に基づいた分子系統学的解析を行った．本研究の結果は，極域環境におけるコケ
類や真核微生物の生物地理とその多様性に関する議論を深める材料を提供し得るものと考え
られる． 
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3.2 材料と方法 
 
3.2.1 調査湖沼と生物標本の採取 
第2章の原核生物の多様性解析で使用したコケ坊主標本と同じものを本研究にも使用した．標本
の採取場所，湖沼の環境データなどの詳細は第2章に記した．本研究では，遺伝子解析結果の再
現性を確認するため，また，コケ坊主間の真核微生物相を比較するため，ほとけ池で採取さ
れた別のコケ坊主1個体 （直径20cm，高さ27cm, 第2標本）についても，1番目のコケ坊主（第
1標本）と同様に，外層7 画分，内層7 画分の計14 画分に分画した後，遺伝子解析を行った． 
 
3.2.2 微生物の混合ゲノム DNA の抽出と精製 
第 2 章の原核生物の多様性解析の際，コケ坊主標本から抽出した混合ゲノム DNA を本研究にも
使用した．ゲノム DNA の抽出と精製の詳細は第 2 章に記した． 
 
3.2.3 18S rRNA 遺伝子の PCR 増幅 
18S rRNA 遺伝子のほぼ全長の PCR 増幅には，真核生物に特異な Euk-F と Euk-R が用いら
れた (Medlin et al. 1988) ．PCR 反応には TaKaRa Thermal Cycler PERSONAL TP240 （TaKaRa 
Bio Inc., Otsu, Japan）と TaKaRa Ex Taq polymerase を使用した．PCR の反応条件は既報の条件に
従った (DeLong 1992) ． PCR 増幅産物を TOPO TA cloning kit (Invitrogen, California, USA) を
用いてクローニングした後，Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, California, USA) に形質転換し
た．インサートされた 16S rRNA 遺伝子は DNA シークエンサーABI 3730XL automatic DNA 
sequencer (Applied Biosystems, Foster, USA) を使用して塩基配列が決定された． 
また，本研究では，コケ坊主の主要構成種である Leptobryum 属だけでなく，マイナーな構
成種の Bryum 属の存在と分布を確認するため，Bryum 属の既知種の 18S rRNA 遺伝子配列 B. 
capillare (AF205945), B. donianum (AF023704), B. caespiticium (AF023703), B. alpinum 
(AF023700), および B. argenteum (BAU18529) を基に，フォワードプライマー  Bry-F 
(5’-ACAAACTCCCGACTCCGG-3’) と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー  Bry-R 
（5’-GATTACCCAGGCCTACCG-3’） を設計した．PCR 増幅産物のサイズは約 1300 bp であ
る．PCR 反応の条件は，PCR 反応は熱変性；95°C（2 分）を 1 サイクル行った後，熱変性；
95°C（1 分），アニーリング；57°C（1 分），伸長；72°C（1.5 分）を 30 サイクル行い，最後に
伸長；72°C（15 分間）の反応を行った． 
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3.2.4 PCR クローン・ライブラリーの構築と分子系統解析 
得られた増幅産物は，TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いてクローニン
グし，Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)に形質転換した．形質転換体に挿入した 18S rRNA 遺伝
子は DNA シークエンサーABI 3730XL automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, 
USA) を使用して塩基配列を決定した．得られた各クローンのヌクレオチド配列は，CD-hit 
program によって相同性が 97 %以上の配列を同種とみなし，複数クローンを phylotype として
統合した (Li and Godzik 2006; Huang et al. 2010) ．2 クローン以上からなる phylotype は各塩
基配列の変異部分を比較し，18S rRNA 遺伝子の全塩基中で割合の高いクローンを代表とした．
得られた phylotype のキメラチェックには，RDPII chimera detection (Maidak et al. 2001) と
Bellerophon (Huber et al. 2004) を使用した．NCBI が提供している BLAST program ver 2.2.17 
を使用し，NCBIのnt-databaseやDDBJの18S rRNA 遺伝子databaseを検索対象にしてBLASTN 
相同性検索(Altschul et al. 1997)を行った．また，分類した phylotype のヌクレオチド配列と既
知の 18S rRNA 遺伝子の配列との進化距離を比較するため，ClustalW を用いた多重整列（ア
ラインメント）を行い，MEGA5.0 を用いて分子系統樹を構築した（Tamura et al. 2011）．分子
系統樹には，最尤法 (maximum likelihood method，ML 法)および塩基置換モデル GTR を使用
した．また，系統樹の分岐の信頼性を評価するため，100 回の再試で bootstrap 値を計算した． 
微 生 物 多 様 性 に 関 す る Rarefaction 分 析 を 行 う た め ， Rarefaction Caluculator  
(http://www.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php) を使用した． 
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3.3 結果と考察 
 
3.3.1 18S rRNA 遺伝子に基づくコケ類と真核微生物の系統 
PCR 増幅の結果，コケ坊主の両標本の外層 7 画分，内層 7 画分の計 14 画分全てから真核
生物の 18S rRNA 遺伝子が検出された．コケ坊主の第 1 標本から得られた 1344 クローンの塩
基配列データについて，キメラシーケンスとシークエンス波形の明瞭でないものを除外し，
最終的な解析対象として 1112 クローンを得た．これら 1112 クローンは，phylotype 分類（97%
以上の一致）によって 52 phylotypes にグルーピングした．分子系統解析の結果，この 52 
phylotypes は，1 Bryophyta，13 Alveolata (1 Apicomplexa，10 Ciliophora, 1 unclassified Alveolata)，
7 Amoebozoa (1 Mycetozoa, 2 Tubulinea, 4 unclassified Amoebozoa)，1 Chlorophyta，7 Fungi，8 
Metazoa (1 Nematoda, 2 Platyhelminthes, 1 Rotifera, 2 Tardigrada, 2 unclassified Metazoa)，3 
Rhizaria ， 2 Rhodophyta ， 10 Stramenopiles (1 Chrysophyceae, 2 Dictyochophyceae, 1 
Hyphochytriomycetes, 3 Labyrinthulida, 1 Oikomonadaceae, 1 Oomycetes, 1 unclassified 
Stramenopiles) の 9 種の異なる系統グループに帰属することが分かった（表 4; 各 phylotype の
コケ坊主 14 画分における分布，系統分類および BLASTN 相同検索結果は補足表 3 に示して
いる; 各 phylotype の分子系統樹は補足図 1 に示している）． 
 系統分類の結果，コケ坊主の主構成種であるコケ類に帰属する配列がクローン・ライブラ
リー中で優占せず，菌類に帰属する配列が全体の約 56%を占めた．これは，コケ類の DNA
が十分に回収できていないことを示すと同時に，コケ以外では菌類がある一定数以上存在す
ることを示唆している．このように，本研究では，抽出効率の偏りが生じにくいとされる，
ジルコニウム/シリカビーズを用いた物理的破砕（Purdy 2005）を DNA 抽出前に行っているも
のの，真核生物の種によって抽出効率に差が生じていることが分かった．試料中の生物群集
をより正確に把握するためには，試料に含まれる全ての真核生物から偏りなく全ての DNA を
回収することが理想である．このような標準的な手法の確立は，核酸に基づく研究における
本質的な問題として残されている（Zhou et al. 1996; Lloyd et al. 2010）．そして，このような人
為的要因が 18S rRNA 遺伝子の配列の検出頻度にどれ程の影響を与えているかを推定するこ
とは困難である．従って，生物体の破砕効率を上げ，さらに効率の良い DNA 抽出法を用いる
ことが今後の課題である． 
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コケ坊主全体にはコケ由来と思われる phylotype と，菌類に帰属する phylotypes が優占する
こと，そして，外層には繊毛虫とクマムシに帰属する phylotypes が準優占することが分かっ
た．一方，内層には特異的にアメーバ様の単細胞真核生物 Cercomonas （Cercozoa）の phylotype
が検出された．これにより，コケ坊主の外層と内層には，共通の真核微生物系統と，各層に
特徴的な系統が存在することが示された．既報のバクテリアの 16S rRNA 遺伝子の多様性解
析結果においても（第 2 章参照; Nakai et al. 2011），コケ坊主の外層と内層のそれぞれに特異
的な phylotype が準優占的に検出されている．本研究により，外層と内層では，バクテリアと
真核微生物の両方ともに各層に特異的に分布する phylotype が存在することが分かった．また，
rarefaction 分析の結果（図 8），コケ坊主の外層の方が内層よりも潜在的な生物多様性の可能
性が高いことが分かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 コケ坊主の外層（O1～O7）および内層（I 1～I 7）における 
真核生物の 18S rRNA 遺伝子の rarefaction curves 
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3.3.2 コケ坊主から検出されたコケ類 
コケ類に帰属する配列は，コケ坊主の内層外層計 14 画全ての部位から 235 クローン得ら
れ（全体の約 21%），それらはたったひとつの phylotype にまとめられた（表 4）．このコケ坊
主の主構成体であるコケ由来と思われるクローン（phylotype）は既知種 Leptobryum pyriforme
の 18S rRNA 遺伝子（X80980）に相同性 99.9%で最近縁であり，データベース上の配列との
間には 1 塩基の変異がみられた．これは，コケ坊主の主要構成種が Leptobryum 属であるとい
う Imura et al.（1999）の先行研究と一致している．東南極の昭和基地周辺の湖沼に Leptobryum
属が存在することは Nakanishi （1977）によって初めて報告された．また，コケ坊主が発見
された昭和基地周辺のスカルブスネス地域では，24個の湖でLeptobryum属の存在が確認され，
そのうち，8 個の湖でコケ坊主を形成していることが明らかとなっている（Imura et al. 2003）．
一方，南極における Leptobryum 属の他の報告例は，日本の昭和基地から 1000 km 離れた，シ
ルマッヒャー・オアシスにあるインド基地周辺の湖沼のみに限られている（Tewari and Pant 
1996）．このように，Leptobryum 属の分布は，昭和基地やインド基地の周辺の湖沼のみに限ら
れており，その他の南極大陸の陸上や湖沼のどこからも報告例がない．どのような経路を経
てこれらの湖沼中に定着したのかを調べるには，異なる環境から採取された複数の L. 
pyriforme を用いて，18S rRNA 遺伝子よりも進化速度の早い遺伝子に基づいた系統解析を行う
ことが考えられる． 
また，本研究では，Bryum 属の 18S rRNA 遺伝子を検出できるプライマーを設計し，PCR
増幅を試みたが，検出限界以下であった．既報の報告でも，コケ坊主内のコケ種は Leptobryum
属が主であり，Bryum pseudotriquetrum はマイナーあるいは存在しないことが報告されている
（Ohtani et al. 2001）．本研究で用いたコケ坊主試料の中にも，Bryum 属が存在しなかった可能
性がある． 
 
3.3.3 コケ坊主で最優占していた novel clade の菌類 
菌類に帰属する配列は，622 クローン（全体の 56%）から 7 phylotypes がまとめられ，コケ
坊主の内層外層計 14 画全ての部位において突出して優占していた（表 4）．さらに，得られ
た phylotype の全てが既知の菌種の 18S rRNA 遺伝子と相同性が 90%以下であり，高い新規性
を示した．この 7 phylotypes の中では，MPE1-17（574 クローン）が優占しており，フィヨル
ドの沿岸水域から得られた環境クローン（FR874399）に相同性 92.7%で最近縁であった．こ
の phylotype と他の MPE-18, MPE-20, MPE-22, MPE-23 の 4 phylotypes は，菌類の系統樹の中で
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それ独自のクラスターを形成しており，このクラスターの中には先行研究で菌類の novel clade
として報告された clone PFB12AU2004 （DQ244016）（Lefèvre et al. 2007）も含まれている．
この phylotype は，既知の培養された菌類では，ツボカビ目の Entophlyctis helioformis isolate 
AFTOL-ID 40 の 18S rRNA 遺伝子（AY635826）に相同性 86.0%で最近縁であった．なお，本
研究では，既知のツボカビ類 Hyaloraphidium curvatum に高い相同性（99.0%）を示す MPE1-23
が得られている． 
ツボカビ（chytrids）は鞭毛を持つ細胞（遊走子）を作る菌類の総称であり，コケ，藻類，ク
マムシに寄生する寄生性のものだけでなく，分解性の腐生菌も知られている（Dewel et al. 
1985; Gleason et al. 2008）．寄生性のツボカビは，後述するような繊毛虫と異なり，寄主を直
接，消費利用することができるため，その真核微生物相にまで影響を与えうる．また，腐生
菌は水中や土壌中で有機物を分解し栄養を得ており，その中にはセルロースなどの難分解性
の有機物を分解するものも存在することから，生態系の中で重要な位置を占めると考えられ
ている（Gleason et al. 2008）．Freeman et al.（2009）は，ヒマラヤ山脈やロッキー山脈のよう
な高地の土壌，および，海洋性南極のアレクサンダー島の土壌では，ツボカビに近縁な配列
がクローンライブラリーの 70%以上占めることを報告しており，ツボカビが優占する特異な
生態系の存在を明らかにしている．本研究においても，novel clade の菌類がコケ坊主画分か
らのクローンライブラリーの約 27-75%と突出して優占しており，これらの菌類が，ツボカビ
のように寄生者や分解者として関与するならば，コケ坊主生態系の存立と維持に関わる重要
な役割を担っている可能性がある． 
 
3.3.4 コケ坊主から検出された Alveolata，Metazoa および Rhizaria 
Alveolata に帰属する配列は，92 クローン（約 8%）から 13 phylotypes にまとめられた（表
4）．その中では，繊毛虫に近縁な phylotype（81 クローン）が優占しており，コケ坊主の外層
と内層の両方から検出された．繊毛虫は細菌を捕食する微生物であり，また，一部の繊毛虫
は嫌気環境でも生育できることが知られている（Fenchel and Finlay 1995）．本研究においても，
嫌気条件下での生育が確認されている，オキシトリカ科の繊毛虫（Schwarz and Frenzel 2003）
に近縁な phylotype が還元的な内層から得られており，これらが内層における主要な細菌捕食
者になっている可能性がある． 
Metazoa に帰属する配列は，85 クローン（全体の約 8％）から 8 phylotypes にまとめられた
（表 4）．その中では，クマムシに近縁な 2 phylotypes（71 クローン）が優占しており，検出
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されたクローンの約 90%がコケ坊主の外層から得られた．一つめの MPE1-42（49/71 clones）
は，既知種 Diphascon pingue isolate Tar698 の 18S rRNA 遺伝子（FJ435736）に相同性 98.8%と
比較的高い相同性を示した．また，もう一方の MPE1-43 についても，既知種 Acutuncus 
antarcticus isolate Acut_06_262 （EU266943）に相同性 99.8%を示した．この両種のクマムシは，
東南極だけではなく，西南極のグレアム・ランドやサウス・オークニー諸島，および亜南極
のサウスジョージア島での報告例があり（Convey and Mcinnes 2005），南極の異なる地点に広
く分布する種であることが分かった．また，Metazoa に帰属する phylotype の中には，既知の
線虫やワムシの属に97.7%以上の比較的高い相同性を示すものも得られており，コケ坊主が，
クマムシだけでなく，様々な微小動物の住処となっていることが明らかとなった． 
Rhizaria に帰属する配列は，10 クローン（全体の約 1%）から 3 phylotypes にまとめられた
（表 4）．それらは全て Cercozoa に帰属しており，その中では，Cercomonas alexieffi の 18S rRNA
遺伝子（AF411267）に相同性が 98.4%と高い phylotype が内層に特異的に存在していることが
分かった．Cercomonas はアメーバ様の単細胞真核生物で，嫌気条件下で生育する種も報告さ
れており，実際，嫌気環境からその塩基配列が検出されている（for example, Murase et al. 2006）．
これらは，前述したオキシトリカ科の繊毛虫と同様，還元的な内層における主要な細菌捕食
者であり，内層の細菌種組成に影響を与えているかもしれない． 
 
3.3.5 コケ坊主から検出されたストラメノパイル 
ストラメノパイルに帰属する配列は，27 クローン（全体の約 2％）から 10 phylotypes にま
とめられた（表 4）．その中では，従属栄養性の単細胞真核生物 Labyrinthulida に近縁な配列が
優占しており，系統樹の中でそれ独自のクラスターを形成していた．一般的に，Labyrinthulida
の微生物は海洋，特に沿岸域に存在することが知られているが (Raghukumar 2002)，淡水性の
ものも知られている（Tong et al. 1997）．Labyrinthulida は，デンプンや脂肪酸などの易分解性
有機物からセルロースのような難分解性有機物も分解することができる（Raghukumar 2002）．
従って，その生物量は少ないかもしれないが，コケや緑藻の死骸の分解に関わる重要な微生
物である可能性が高い．また，Labyrinthulida は，バクテリアの細胞サイズと比較すると約
5-20μm と大きく，大型の繊毛虫に直接捕食されうること，および，その体内に脂肪酸を高濃
度で蓄積することから（Kimura and Naganuma 2001），コケ坊主生態系における食物網内の転
送効率を高めている可能性がある． 
また，本研究で検出されたストラメノパイルの中には，従属栄養性の Labyrinthulida だけで
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はなく，独立栄養性の黄色鞭毛藻に近縁な配列も 3 clones 検出された． 
 
3.3.6 コケ坊主間のコケ類と真核微生物相の比較 
コケ坊主の第 1 標本の遺伝子解析結果の再現性を確認するため，また，コケ坊主間の真核
微生物相を比較するため，本研究ではコケ坊主の第 2 標本からも 18S rRNA 遺伝子の全長情
報の取得を試みた．コケ坊主の第 1 標本と同様に，内外上下の 14 画分から PCR クローン・
ライブラリーを構築し（計 14 組），各ライブラリーから 96 クローンを無作為に選び，総計
1344 クローンについて塩基配列を決定した．得られた 1344 クローンの塩基配列データから，
キメラシーケンスとシークエンス波形の明瞭でないものを除外し，1119 クローンを得た．こ
れら 1119 クローンは，phylotype 分類 （≧97%）によって 44 phylotypes にグルーピングした
後，第 1 標本から得られた 52 phylotypes と比較した．その結果，第 1 標本と共通の phylotype
（based on the 97%-criterion）が 18 個存在した．つまり，34 phylotypes は第 1 標本のみにみら
れ，26 phylotypes は第 2 標本のみにみられ，18 phylotypes が共通ということになる（表 5 お
よび表 6; 各 phylotype のコケ坊主 14 画分における分布，系統分類および BLASTN 相同検索
結果は補足表 4 に示している; 各 phylotype の系統樹は補足図 1 に示している）． 
両標本に共通の 18 phylotypes は，第 1 標本の phylotype 全体の 35％，第 2 標本の phylotype
全体の 41％を占めた．この共通な 18 phylotypes は，1 Bryophyta，5 Alveolata (1 Apicomplexa，
4 Ciliophora), 3 Amoebozoa (2 Tubulinea, 1 unclassified Amoebozoa)，1 Chlorophyta，1 Fungi，2 
Metazoa (1 Rotifera, 1 Tardigrada)，1 Rhizaria，1 Rhodophyta，3 Stramenopiles (1 Labyrinthulida, 1 
Oikomonadaceae, 1 unclassified Stramenopiles)の 9 種の異なる系統グループに帰属した（表 6）．
この共通性をもって微生物相の再現性を示していると言えるわけでないかもしれないが，微
生物コミュニティ構造についてのある傾向を反映していると考えられる．なお，仮に phylotype
の規準（criterion）を 18S rRNA 遺伝子の相同性 97%以上ではなく 89％にした場合，phylotype
の数が減るとともに，ふたつのコケ坊主間で共通する phylotype は増える；全体の半分かそれ
以上の phylotype が共通することがわかった． 
また，第 1 標本および第 2 標本からそれぞれ得られたコケ由来と思われるクローン
（phylotype）の配列は互いに 100%完全一致した．さらに，コケ坊主全体に novel clade の菌類
が突出して優占すること，外層には繊毛虫やクマムシに帰属する phylotypes が準優占するこ
と，および，内層には特異的にアメーバ様の単細胞真核生物 Cercomonas（Cercozoa）の phylotype
が検出されるという特徴も共通していた（表 5）．以上のことから，コケ坊主一個体の中では，
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コケ坊主全体に広く分布する真核微生物系統と，外層と内層の各層に特徴的に分布する系統
が存在することが高い蓋然性をもって示された． 
一方，外層における繊毛虫（Alveolata）の存在頻度については，第 1 標本が 8.4%，第 2 標
本が 14.6%と差が見られた．これは，コケ坊主外層は湖水と直接接触しており，湖水中の微
生物相と部分的に共通する phylotype が存在する可能性が高く，それが本研究における遺伝子
解析結果にもとづく微生物系統群に反映されている可能性が高いことが推測される．また，
クマムシ（Metazoa）の存在頻度についても，第 1 標本が 11.2%，the 第 2 標本が 22.3% と差
が見られた．Metazoa については，餌となるバクテリア，菌類，およびワムシなどを求めてコ
ケ坊主間を移動することが考えられ，そのことが存在頻度に反映されている可能性がある． 
Rarefaction 分析の結果，第 1 標本と同様，第 2 標本もコケ坊主外層の方が内層よりも潜在
的な生物多様性の可能性が高いことが分かった（図 8）． 
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3.4 結論 
 
本研究では，二つの完全なコケ坊主を用いて，18S rRNA 遺伝子による分子系統解析を行っ
た結果，その生態系にはコケや藻類だけでなく，菌類や多様な微小動物が存在することが分
かった．特に，独立栄養性の緑藻，紅藻および黄色鞭毛藻が一次生産者，そして，菌類，繊
毛虫および Labyrinthulida が寄生者や分解者として主に関与し，生態系の存立と維持に寄与し
ている可能性が高い（図 9）．また，得られた全 78 phylotypes のうちの 32 phylotypes（約 41%）
が既知の属や種との相同性が 95%以下であること，また，unclassified な系統群が存在するこ
とも明らかとなった．このように，南極湖沼に特有なコケ坊主生態系には系統学的にみて極
めて新規性の高い真核微生物が存在する．特に，今後は，コケ坊主内で突出して優占してい
る菌類の遺伝学的，生理学的性質を解明するため，その分離培養あるいはゲノム解析を試み
る必要がある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9  本研究と既報の 16S rRNA 遺伝子の多様性解析結果 
    （Nakai et al. 2011）から推測されるコケ坊主内の食物網 
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第 4 章 
 
南極湖沼に特有な水生コケ植物の共在生物相における CO2固定酵素（RuBisCO）遺伝子の多
様性 
 
 
要旨 
南極コケ坊主は，コケ類とそれに付随する藻類やバクテリアが協調的に物質生産や物質循環を行
う，自立度の高い生態系であると考えられる．これまでに 16S/18S rRNA 遺伝子の多様性解析の結
果より，コケ坊主の内外上下の微生物組成が報告されてきた（第 2 章，第 3 章参照; Nakai et al. 
2011）．しかしながら，rRNA 遺伝子に基づいた系統解析のみでは，微生物の機能を知ることは困難
で あ る ． 本 研 究 で は ， CO2 固 定 に 与 る 酵 素 ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
（RuBisCO, E.C. 4.1.1.39）の遺伝子の多様性解析を試み，コケ類に共在する生物相が一次生産，す
なわち CO2 固定に寄与する可能性を考察した．まず，コケ坊主を外層と内層，さらにそれらを上下縦
方向に分け，計 14 部位から DNA を抽出した．そこから I，II，および III 型の全ての型の RuBisCO
遺伝子を標的とした PCR を試み，その PCR クローン・ライブラリーを構築した．そして，計 1092 クロ
ーンの塩基配列の決定と分子系統解析を行った結果，プロテオバクテリア由来の IA 型の RuBisCO
遺伝子に帰属する operational RuBisCO unit (ORU) がシアノバクテリア由来 IB 型の RuBisCO 遺伝
子と同じくらいの頻度で検出されて最優占することと，海底熱水プルームや深海に生息する二枚貝
Bathymodiolus azoricus の内部共生細菌から得られた各 RuBisCO 配列にヌクレオチド配列で
81-85%の範囲で最近縁な ORU が準優占することが分かった．コケ類の IB 型に帰属する ORU は
Leptobryum sp.の RuBisCO 遺伝子にヌクレオチド配列で 100%完全一致した．さらに，コケ坊主の外
層に特異的に分布するシアノバクテリア由来の IB型に帰属するORUや，内層特異的に紅色硫黄細
菌由来と思われる II 型の ORUs が検出された．これら ORU の層特異的な分布には，コケ坊主内に
存在する酸化的な外層と還元的な内層の二層構造が反映されていると考えられる．一方，プロテオ
バクテリア由来 IC 型，不等毛藻およびハプト藻由来 ID 型，古細菌由来 III 型の RuBisCO 遺伝子は
検出されなかった．以上のことから，南極コケ坊主生態系では，光エネルギーに依存せず，無機物
を酸化する際に生じる化学エネルギーによって有機物を合成できる化学合成独立栄養細菌も一次
生産者として重要な役割を果たしている可能性が示された． 
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4.1 研究の背景 
 
南極コケ坊主は，コケ類とそれに付随する藻類やバクテリアが協調的に物質生産や物質循環を行
う，自立度の高い生態系であると考えられる．これまでに 16S rRNA 遺伝子の多様性解析より，コケ
坊主内外上下のシアノバクテリアやバクテリアの種組成が報告されてきた（第 2 章参照; Nakai et al. 
2011）．ただし，古細菌の rRNA 遺伝子は検出されなかった．また，18S rRNA 遺伝子の多様性解析
の結果，コケ坊主には藻類だけでなく，菌類や繊毛虫，さらにクマムシ，ワムシ，線虫などの微小動
物に近縁なクローン（phylotype）も検出され，極貧栄養な湖沼に成立しているコケ坊主生態系には，
多種多様な微生物系統が存在することが明らかとなった（第 3 章参照）．しかしながら，rRNA 遺伝子
に基づいた分子系統解析では，純粋培養されている近縁な分類群の微生物からその性質を推定す
ることしかできず，その機能を知ることは困難である．また，系統的学的に近縁なものが存在しない場
合は，機能を推定することもできない．そのため，極貧栄養な湖沼の中で，どのような生物相が一次
生産に関わり，この生態系の存立，維持に寄与しているのか分からなかった． 
 そこで本章では，生態系の一次生産のうち CO2 固定に関わる酵素である ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase （RuBisCO, E.C. 4.1.1.39）の遺伝子の多様性解析を試み，コケ類に共在す
る生物相が一次生産に寄与する可能性を考察した．RuBisCO は，Calvin-Benson-Basham (CBB) 
経路における CO2 の固定に関与する酵素であり，生物界で数あるタンパク質の中でも最も多く存在
するタンパク質である（Chase, 1993）．この RuBisCO は，ヘテロ 16 量体の I 型，ホモ 2 量体の II 型，
およびホモ10量体の III型の3つの型が知られている（Badger and Bek 2008）．また，I型のRuBisCO
は，green-like RuBisCO と red-like RuBisCO の大きく 2 つの型が分けられる．さらに，アミノ酸配列の
相同性に基づいて，green-like RuBisCO は IA および IB 型，red-like RuBisCO は IC および ID 型
の計 4 つの型に分類される．IA 型の RuBisCO は主にプロテオバクテリア，IB 型はシアノバクテリアと
高等植物，IC 型はプロテオバクテリア，ID 型は不等毛藻およびハプト藻に存在する．II 型の
RuBisCO は紅色非硫黄細菌や渦鞭毛藻に存在する．II 型の RuBisCO は I 型に比べて構造が単純
であること，および酸素に対する親和性が低いことからより原始的な RuBisCO であると考えられてい
る（Mcfaddern, 1973）．また，III 型の RuBisCO は古細菌にのみ存在する． 
極限環境中の RuBisCO 遺伝子における多様性については，深海（Elsaied and Naganuma 2001; 
Elsaied et al. 2002, 2006, 2007），地下水（Alfreider et al. 2009），洞窟（Chen et al. 2009），ソーダ湖の
堆積物（Kovaleva et al. 2011），および塩湖（Humayoun et al. 2003; Giri et al. 2004）などでその分子
系統学的解析の結果が報告されてきた．その一方，南極微生物の RuBisCO 遺伝子の多様性につ
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いては，分離培養株の RuBisCO は報告されているが（for example, Bowman et al. 1996; Liu et al. 
2006），その遺伝的多様性の情報は限られている（Micukchi et al. 2010）．本研究の成果は，南極微
生物における RuBisCO 遺伝子の多様性と，南極湖沼における炭素循環の議論を深める材料を提供
し得るものと考えられる． 
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4.2 材料と方法 
 
4.2.1 調査湖沼と生物標本の採取 
第 2 章の原核生物の多様性解析で使用したコケ坊主標本と同じものを本研究にも使用した．標本
の採取場所，湖沼の環境データなどの詳細は第 2 章に記した． 
 
4.2.2 微生物の混合ゲノム DNA の抽出と精製 
第 2 章の原核生物の多様性解析の際，コケ坊主標本から抽出した混合ゲノム DNA を本研究にも
使用した．ゲノム DNA の抽出と精製の詳細は第 2 章に記した． 
 
4.2.3 RuBisCO 遺伝子の PCR 増幅 
 ＩA，IB，IC，ID，II，および III 型の各 RuBisCO 遺伝子の PCR 増幅には表 7 に記した各プライマ
ーを使用した．また，本研究では，コケ坊主の主構成種であるコケ類の RuBisCO 遺伝子を取得する
ため，コケ類の IB 型 RuBisCO 遺伝子に特異的な既報のプライマー（Tsubota et al. 1999）を使用した．
PCR 増幅には TaKaRa Thermal Cycler PERSONAL TP240 （TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japan）と
TaKaRa Ex Taq polymerase を使用した．PCR の反応条件は表 7 に示した既報の論文に従った
（Tsubota et al. 1999; Elsaied and Naganuma 2001; Elsaid et al. 2007）． 
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4.2.4 PCR クローン・ライブラリーの構築と分子系統解析 
得られた増幅産物は，TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いてクローニン
グし，Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)に形質転換した．形質転換体に挿入した RuBisCO 遺伝子
は DNA シークエンサーABI 3730XL automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, USA) 
を使用して塩基配列を決定した．Elsaied and Naganuma (2001) と van der Wielen (2006) の方法に
従い，ヌクレオチド配列で 90%以上，アミノ酸配列では 100%一致する配列同士を operational 
RuBisCO unit (ORU) にグルーピングした．得られた ORU は，European Molecular Biology Open 
Software Suite （ EMBOSS ） で 提 供 さ れ て い る transeq (European Bioinformatics, 
http://www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/) を用いてアミノ酸配列を取得した．塩基配列をアミノ酸配列に
翻訳した際，ストップコドン（UAA，UAG，UGA）を含む配列については，この後の解析から除外した．
各 ORU のヌクレオチド配列とアミノ酸配列と既知の酵素遺伝子の配列とを比較するため，NCBI の
nt-database と nr-database を検索対象にして，BLAST 相同性検索（Altschul et al. 1997）を行った．ま
た，BLAST 検索の結果を基に，目的の酵素遺伝子にヒットしない配列をこの後の解析から除外した．
ORU と高い相同性を示したヌクレオチド配列やアミノ酸配列を用いて，CLUSTAL X multiple aliment 
program (Larkin et al. 2007) を用いてアラインメントを行った．アラインメント後の配列は，MEGA 5.0 
(Tamura et al. 2011) を用いて NJ 法 (Saito and Nei 1987) により系統樹を作成した．なお，本論文
中で示しているアミノ酸の相同性は類似度（similarity）ではなく，一致度（identity）である． 
試 料 中 の RuBisCO 遺 伝 子 の 潜 在 的 な 多 様 性 は ， Rarefaction Calculator 
(http://www.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php) を用いて推定した． 
 
4.2.5 炭素安定同位体比（δ13C）の分析 
炭素は食物連鎖における同位体分別が通常1‰以下と小さいので（Hoefs 2004），食物の同位体
比が捕食者に強く反映されることになる．つまり，有機物の生産と分解の過程ではCO2の出入りが伴
うため，炭素安定同位体比の分析は環境中の物質代謝の特性を把握するのに有効である．そこで
本研究では，遺伝子解析のために14画分に分けた研究試料を炭素安定同位体比（δ13C）の分析に
も使用した．δ13Cの分析は同位体研究所（横浜，日本）に委託され，Delta V Advantage （Thermo 
Fisher Scientific, Bremen, Germany）を使用してConflo法にて分析した．本研究では，δ13Cの分析の
再現性を確認するため，ほとけ池で採取された別の完全なコケ坊主体（直径20cm，高さ27cm, 
第2標本）についても，1番目のコケ坊主（第1標本）と同様に，外層7 画分，内層7 画分の計
14 画分に分画し，分析を行った． 
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4.3 結果と考察 
 
4.3.1 コケ坊主から得られた RuBisCO 遺伝子の系統と分布 
IA 型と IB 型の両方の RuBisCO 遺伝子を標的とした PCR より，コケ坊主標本の外層 7 画分と内
層 7 画分の計 14 画分全てから産物が得られた．また，コケ類の IB 型の RuBisCO 遺伝子ほぼ全長
を標的とした PCR においても，全 14 画分から産物が検出された．一方，II 型の RuBisCO 遺伝子は，
内層下部の I2 のみが PCR 陽性を示した．IC 型，ID 型，および III 型の RuBisCO 遺伝子を対象と
した PCR では，数回の再試を行ったものの，コケ坊主のどの画分からも目的サイズに産物が得られ
なかった．Nakai et al. (2011) のコケ坊主生態系における 16S rRNA 遺伝子に基づいた細菌の種組
成解析においても，古細菌の 16S rRNA 遺伝子が検出されていなかった．コケ坊主内では，古細菌
は PCR の検出限界以下である程に存在量が少なく，あるいは存在せず，一次生産への寄与が小さ
いと考えられる． 
 PCR 産物から構築した 1092 クローンの塩基配列を決定した後，ストップコドンを含む配列と
RuBisCO 遺伝子にヒットしない配列を除外し，最終的な解析対象として 884 クローンを得た．これら
884 クローンは，ORU 分類（ヌクレオチド配列で 90%以上一致，アミノ酸配列では 100%一致）によっ
て 16 ORUs にまとめられた．分子系統解析の結果，この 16 ORUs は，IA，IB および II 型の RuBisCO
にそれぞれ 4，10，および 2 の ORUs に帰属することが分かった（表 8; 各 ORU のヌクレオチド配列
における BLAST 検索の結果は補足表 5 に示している）． 
 得られた IA 型と IB 型の 14 ORUs については，I 型の RuBisCO に特徴的な機能モチーフ
（DFTKDDE）（Shinozaki et al. 1983; Newman and Gutteridge 1993）を有しており，二酸化炭素固定
酵素として機能することが高い蓋然性をもって示された．また，本研究で取得した II 型の 2 の ORUs
についても，既報の機能モチーフ（GGDFIKNDE）（Schneider et al. 1990）が保存されていた．
Rarefaction 分析の結果，コケ坊主下部（O2，O3 および I3）の I 型の RuBisCO 遺伝子の潜在的な多
様性が高いことが分かった（図 10）． 
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図 10  コケ坊主の外層（O1～O7）および内層（I 1～I 7）における 
RuBisCO 遺伝子の rarefaction curves 
（a）コケ坊主外層から得られた IAIB 型の RuBisCO 遺伝子，（b）内層から得られた 
IAIB 型の RuBisCO 遺伝子，および （c）内層から得られた II 型の RuBisCO 遺伝子 
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4.3.2 プロテオバクテリア由来 IA 型の RuBisCO 遺伝子における多様性 
プロテオバクテリア由来と思われる IA 型の RuBisCO 遺伝子に帰属する配列は，342 クローン（全
体の約 49%）から 4 の ORUs がまとめられた．驚くべきことに，これはシアノバクテリア由来と思われる
IB 型の RuBisCO 遺伝子と同じくらいの頻度で検出された．この 4 の ORUs の中では，ORU1 
（288/342 クローン）が最優占しており，コケ坊主の外層と内層の 14 画分全ての部位から検出された
（表8）．このORU1はタール油で汚染された帯水層から得られた環境クローン（EU926498）に相同性
82%ND （ヌクレオチドの相同性）および 93%AA （アミノ酸の相同性）と最近縁であった．また，既知の
分 離 株 の RuBisCO 遺 伝 子 と の デ ー タ ベ ー ス 検 索 で は ， ORU1 は ， ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
Thioalkalivibrio 属 の RuBisCO 遺 伝 子 （ CP001905 ） に 相 同 性 79%ND ， ア ミ ノ 酸 配 列 で は
Bradyrhizobium 属の RuBisCO 配列（YP_001238690）に相同性 89%AA とそれぞれ最近縁であり，系
統樹上では Bradyrhizobium 属のクラスターに近接していた（図 11）．Bradyrhizobium 属細菌の中に
は，酸素の存在下で従属栄養的に生育するが，酸素の無い嫌気条件下では硝酸呼吸を行って生
育できる種が知られている（van Berkum and Keyser 1985; Delgado et al. 2003）．さらには，微好気条
件下で水素を電子供与体として二酸化炭素を固定できる種も知られている（Hanus et al. 1979; Lepo 
et al. 1980）．本研究で検出された RuBisCO を有する細菌も，Bradyrhizobium 属細菌のように好気，
微好気そして嫌気条件下でも生育ができるため，コケ坊主全体に広く分布しているのかもしれない．
なお，既報のバクテリアの 16S rRNA 遺伝子の多様性解析結果においても（Nakai et al. 2011），コケ
坊主の外層と内層の 14 画分全てから Bradyrhizobium 属に最近縁な phylotype が検出されていた． 
さらに驚くべきことに，本研究では，海底熱水プルームや，深海に生息する二枚貝 Bathymodiolus 
azoricus の内部共生細菌の各 RuBisCO 遺伝子に相同性 81-85%ND および 95%AA と高い相同性を
示す ORU2（49/342 クローン）がコケ坊主の全画分から検出された．系統樹内でもシンカイヒバリガイ
の内部共生細菌から検出された RuBisCO 配列（AAX48774）（Spiridonova et al. 2006）に最も近接し
ていた（図 11）．シンカイヒバリガイは深海熱水噴出孔やメタン冷湧水域の化学合成生態系を代表す
る二枚貝類であり，世界各地の海域から記載報告がある（DeChaine and Cavanaugh 2006）．シンカイ
ヒバリガイの鰓の細胞内には化学合成細菌が共生しており，シンカイヒバリガイはそれら共生細菌の
一次生産に依存していると考えられている（McKiness and Cavanaugh 2005）．その共生化学合成細
菌の組成は，シンカイヒバリガイの種によって異なり，硫黄酸化細菌のみの場合，メタンを酸化細菌
のみの場合，また，硫黄酸化細菌とメタン酸化細菌の両方の場合，の 3 つのタイプが知られている
（McKiness and Cavanaugh 2005）．また，この硫黄酸化細菌は，水素を水へと酸化する水素酸化にも
関わっていると考えられている（Petersen et al. 2011）．本研究で検出された ORU3 は，既知の分離株
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の RuBisCO 遺伝子とのデータベース検索では，ヌクレオチド配列で硫黄酸化細菌 Thiohalophilus
属 の RuBisCO 遺 伝 子 （ GQ888587 ） に 相 同 性 82%ND ， ア ミ ノ 酸 配 列 で は 硫 黄 酸 化 細 菌
Acidithiobacillus 属の RuBisCO 配列（P0C917）に相同性 89%AA とそれぞれ最近縁であることから，
ORU2 の RuBisCO を有する細菌も硫黄酸化細菌であるかもしれない．ほとけ池の水中や，湖底のコ
ケ類と藻類のマット表層では硫化水素ガスが検出限界以下である一方，そのマットの 5 mm 以上深
い部分では 1 μg/g （wet） 以上の硫化水素が検出されている（Kudoh et al. 2009）．コケ坊主内では，
硫黄酸化細菌が硫化水素を酸化することによって有機物を合成し，一次生産に寄与している可能性
がある． 
 残りの 2 つの ORU は，熱帯の泥質堆積物から得られた環境クローン（AY773062）と帯水層から得
られた環境クローン（EU926498）に相同性がそれぞれ 83%ND および 90%AA，81%ND および 89%AA
であった． 
 以上のことから，コケ坊主生態系では，光エネルギーに依存しない化学合成によって二酸化炭素
を固定し，一次生産に寄与しうるプロテオバクテリアがコケ坊主全体に分布していることが明らかとな
った．また，深海底と南極湖沼という，環境条件の大きく異なる二つの環境から非常に高い相同性を
持つ RuBisCO 遺伝子が検出された．この RuBisCO を有する細菌はコスモポリタン的に分布している
ことが考えられ，他の南極湖沼にも存在する可能性がある． 
 
4.3.3 コケおよびシアノバクテリア由来 IB 型の RuBisCO 遺伝子における多様性 
IB 型の RuBisCO 遺伝子に帰属する配列は，360 クローン（全体の約 51%）から 9 の ORUs がまと
められた．この 9 の ORUs は，ORU10 を除いて，既知のシアノバクテリア Anabaena，Arthrospira，
Fischerella ， Leptolyngbya ， Microcoleus ， Nostoc ， Raphidiopsis ， Synechococcus ， お よ び
Thermosynechococcus の RuBisCO 遺伝子にそれぞれ 81-99%ND および 91-98%AA の範囲で比較的
高い相同性を示した．シアノバクテリアは，南極の湖沼底にマットを形成することがよく報告
されており，湖沼底における主要な一次生産者と考えられている（Vincent 1988, 2000; Quesada 
et al. 2008)．この 9 の ORUs の中では，ORU5 （209/360 クローン）が最優占しており，コケ坊主の外
層と内層の 14 画分全ての部位から検出された（表 8）．この ORU5 は，既知種 Leptolyngbya laminosa 
ETS-08 の RuBisCO 遺伝子に相同性 90%ND および 97%AA と高い相同性を示し，系統樹内では南極
の他の湖沼，マクマードドライバレーにあるボニー湖から得られた環境クローン（ACY74728）に近接
していた（図 11）．ボニー湖は一年を通して湖面が氷に覆われており，その湖底では Lyngbya, 
Oscillatoria, Nostoc, および Phormidium spp. などのシアノバクテリアが存在することが顕微鏡観察
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の結果から報告されている（Vincent et al. 1993; Wing and Priscu 1993）．このボニー湖とほとけ池は
約 3000km 離れており，本研究により，南極の遠く離れた異なる湖沼に系統学的には近縁な
RuBisCO 遺伝子が存在することが明らかとなった．さらに，ORU13 もボニー湖から検出された環境ク
ローン（ACY74730）と系統樹内で近接し，ひとつの独立したクラスターを形成していた． 
さらに，前述した ORU5 に系統樹内で同じクラスターに入り，かつ，Leptolyngbya 属の RuBisCO 遺
伝子に相同性 87%ND および 96%AA を示す ORU11（ORU5 との相同性は 89%ND および 97%AA）が外
層から特異的に検出された．つまり，系統学的に近縁な ORU の中でも，その分布特性が異なってい
た．なお，既報のバクテリアの 16S rRNA 遺伝子の多様性解析結果においても（Nakai et al. 2011），
コケ坊主の外層に Leptolyngbya 属由来に近縁なクローン（phylotype）が特異的に検出されている．
従って，ある種の Leptolyngbya 属の細菌がコケ坊主の外層特異的に存在する可能性が高い． 
ORU10 は，他の eight ORUs とは異なり，データベース上のどの RuBisCO 遺伝子とも相同性が低
く，Nostoc 属の RuBisCO 遺伝子に 84%ND および 83%AA で最も近縁であった．この ORU10 はコケ坊
主の外層最深部（O1）からのみ得られており，系統樹内でも単独でひとつの独立したクラスターを形
成していた（図 11）． 
本研究では，コケ類の IB 型の RuBisCO 遺伝子ほぼ全長を標的とした PCR を行い，コケ坊主の外
層と内層の 14 画分全てから 1 の ORU が得られた（表 8）．このコケ坊主の主構成体であるコケ由来と
思われる ORU14 は，Leptobryum sp.の RuBisCO 遺伝子にヌクレオチド配列で 100%完全一致した．
この配列は，ほとけ池のコケ坊主より分取した Leptobryum sp. から得られた RuBisCO 遺伝子である．
これは，コケ坊主の主要構成種が Leptobryum 属であるという Imura et al. (1999) の報告と一致して
いる．しかしながら，コケ坊主のマイナーな構成種である Bryum 属の RuBisCO 遺伝子に近縁となるク
ローンは得られなかった．既報の報告でも，コケ坊主内のコケ類は Leptobryum 属が主であり，Bryum 
pseudotriquetrum はマイナーあるいは存在しないことが報告されている（Ohtani et al. 2001）．また，
18S rRNA 遺伝子による多様性解析においても（第 3 章参照），コケ坊主全画分から Leptobryum 属
の 18S rRNA 遺伝子に近縁なクローン（phylotype）が検出される一方，Bryum 属に近縁なものは得ら
れなかった．従って，本研究で用いたコケ坊主試料の中にも，Bryum 属が存在しなかった可能性が
ある． 
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図 11  コケ坊主から得られた IA 型と IB 型の RuBisCO 遺伝子（ORU1-ORU14）の分子系統樹 
Olisthodiscus luteus (BAF80663)を外群とし，近隣結合法に基づき1000回のbootstrapにより描
図した．スケールは一塩基における塩基置換率を示す．系統樹の分岐の信頼性に関しては，
bootstrap値（確率）が50％以上の分岐のみに数値を記している．
mud sediment clone ng3L492 (AAX21155)
mud sediment clone clone fg5L762 (AAX21124)
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4.3.4 プロテオバクテリア由来II型のRuBisCO遺伝子の系統と多様性 
II 型の RuBisCO 遺伝子に帰属する配列は，45 クローンから 2 の ORUs がまとめられた．一つ目の
ORU15（35/45 クローン）は，ヌクレオチド配列でルーマニアのモビル洞窟から得られた環境クローン
（FJ604806）に相同性 92%ND，アミノ酸配列ではタール油で汚染された帯水層から得られた環境クロ
ーン（ACH70392）に相同性 93%AA とそれぞれ最近縁であった．既知の分離株の RuBisCO 遺伝子と
のデータベース検索では，この ORU はクロマチウム目の紅色硫黄細菌 Halothiobacillus sp. RA13
の RuBisCO 遺伝子（AY099399）に相同性 90%ND および 95%AA と最近縁であった（図 12）．
Halothiobacillus属の細菌は，高い塩濃度（4M NaClや0.25M sodium thiosulfate）にも耐性を持つが，
生育に塩は必須ではない（Kelly and Wood 2000）．また，二つ目の ORU16（10/45 クローン）もまたク
ロマチウム目の Thioalkalicoccus limnaeus B7-1 の RuBisCO 遺伝子（AEN02453）に相同性 86%ND
および 95%AA と近縁であった（図 12）．この T. limnaeus はロシアの東南シベリアにあるソーダ湖から
分離された好アルカリ性細菌である（Bryantseva et al. 2000）．分離源のソーダ湖の pH は 9.5-10.1 の
範囲であり（Bryantseva et al. 2000），ほとけ池の pH 7-8 （Kimura et al. 2010）とは異なる．従って，本
研究で得られた RuBisCO 遺伝子を有する細菌が Thioalkalicoccus 属であるならば，既知種とは生育
特性が異なると考えられる． 
 一般的に，紅色硫黄細菌は硫化水素のような還元型の無機硫黄化合物を電子供与体とする光合
成独立栄養的代謝を行う．前述した Thioalkalicoccus 属の細菌は，バクテリオクロロフィル b を光合成
色素として細胞内に持っている（Bryantseva et al. 2000）．つまり，これらの細菌は硫化水素が安定的
に供給されるような嫌気的な環境であって光が届くというような限られた環境下でのみ生育することが
できる．本研究では，II 型の RuBisCO 遺伝子を有する紅色硫黄細菌がコケ坊主の内層下部から検
出されたが，内層下部の中でも，光が得られるより外層に近い部分に生息していると考えられる． 
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図 12  コケ坊主から得られた II 型の RuBisCO 遺伝子（ORU15-ORU16）の NJ 系統樹 
Nostoc punctiforme PCC73102 (ACC82570)を外群とし，近隣結合法に基づき1000回の
bootstrapにより描図した．スケールは，一塩基における塩基置換率を示す．系統樹の 
分岐の信頼性に関しては，bootstrap値（確率）が50％以上の分岐のみに数値を記している． 
 
4.3.5 16S rRNA 遺伝子および RuBisCO 遺伝子それぞれから得られた微生物系統の比較 
16S/18S rRNA 遺伝子（第 2 章，第 3 章参照; Nakai et al. 2011）および RuBisCO 遺伝子それぞれ
から得られた微生物系統を比較したところ，本研究で得られた 16 ORUs のうちの 10 の ORUs の帰属
する系統は，rRNA 遺伝子解析で得られた phylotype の帰属する系統と属のレベルで同じであった
が，種のレベルでは異なっていた．また，残りの 6 の ORUs は属レベルで異なる系統に帰属していた．
16S rRNA 遺伝子および RuBisCO 遺伝子それぞれの系統解析の結果が整合的でない理由には，
プロテオバクテリアやシアノバクテリアの種々の系統グループの間で RuBisCO 遺伝子の保存性が異
なることが考えられている（Delwiche and Palmer 1996）．また，微生物間における遺伝子の水平伝播
（gene transfer）が起こることもその理由として指摘されている（Delwiche and Palmer 1996; 
Watson et al. 1999）．実際，環境 DNA から 16S rRNA 遺伝子と RuBisCO 遺伝子の両方の分子系
統解析を行った際，得られた系統が整合的でない例も報告されている（for example, Elsaied et al. 
2002）．このように，系統学的に異なる微生物でも生息域を同じくするならば同じ型の RuBisCO 遺伝
子を有する，あるいは，同じ微生物種であっても株間で異なる RuBisCO を有する可能性がある．これ
を検証するには，実際に環境中から微生物を分離，培養し，その rRNA遺伝子とRuBisCO遺伝子の
両方を調べることが考えられる． 
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4.3.6 コケ坊主の外層と内層における炭素安定同位体比 
炭素同位体比分析の結果，コケ坊主第 1 標本の外層の δ13C 値は-28.6～-27.2，内層では-26.2～
-24.0 の範囲であり，外層よりも内層の方が δ13C の値が高かった（表 9）．第 2 標本においても，外層
の δ13C 値は-28.8～-26.6，内層は-26.4～-24.3 の範囲となり，第 1 標本と同じ傾向がみられた（表 9）．
コケや藻類の腐敗が進む内層では，有機物の生産より分解が卓越し，軽い炭素から先に二酸化炭
素（CO2）になって放出されるので，残渣の炭素は相対的に重くなることが考えられる．このことがコケ
坊主の外層と内層における δ13C 値の差に反映されている可能性がある．また，一般的に，光合成由
来の有機炭素δ13C値は約-20 ‰であるが（Hoefs 2004），コケや藻類による光合成が活発と思われる
外層では-28.8～-26.6 の範囲の予想より低い値が得られた．これは，ほとけ池の溶存 CO2（あるいは
炭酸イオン，重炭酸イオン）の δ13C 値が，どういう理由か低いと仮定すると，光合成による CO2 固定が
活発な外層において低い δ13C 値が得られることが説明できる．ここでは，炭酸や重炭酸イオンを CO2
に変える炭酸脱水酵素（carbonic anhydrase）の同位体分別効果はないものとする（Simonsson et al. 
1979）．このことを説明するためには，外層で固定される炭素がそもそも供給源からして軽いという前
提を検証する必要があり，その溶存 CO2，重炭酸イオン，炭酸イオンの炭素の δ13C 値を測定すること
が今後の課題である． 
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4.4 結論 
 
本研究では，1 つの完全なコケ坊主標本を用いて，ＩA，IB，IC，ID，II，および III 型全ての
RuBisCO 遺伝子の分布と多様性を調べた．その結果，プロテオバクテリア由来の IA 型の RuBisCO
遺伝子に帰属する ORU がシアノバクテリア由来 IB 型の RuBisCO 遺伝子と同程度に検出されたこと
と，深海環境から得られた ORUs に高い相同性を示す ORU がコケ坊主全画分に存在することが分
かった．コケ類の IB 型に帰属する ORU は Leptobryum sp.の RuBisCO 遺伝子にヌクレオチド配列で
100%完全一致した．さらに，コケ坊主の外層に特異的に分布するシアノバクテリア由来の IB 型に帰
属する ORU や，内層特異的に II 型の紅色硫黄細菌由来と思われる ORU が検出された．これら
ORU の層特異的な分布には，コケ坊主内に存在する酸化的な外層と還元的な内層の二層構造が
反映されていると考えられる．このように，南極コケ坊主生態系では，光エネルギーに依存せず，無
機物を酸化する際に生じる化学エネルギーによって有機物を合成できる化学合成独立栄養細菌も
一次生産者として重要な役割を果たしている可能性が示された．特に，約 4 ヶ月間にも及ぶ南極で
の極夜の間は，化学合成独立栄養細菌による CO2 固定が重要であると考えられる．これを確かめる
ためには，RNA に基づいた PCR クローン・ライブラリー解析，あるいは，メタトランスクリプトーム，メタ
プロテオーム解析を行い，現場で発現している RuBisCO 遺伝子の種類や量を調べることが考えられ
る． 
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第 5 章 
 
南極湖沼に特有な水生コケ植物の共在生物相における窒素固定酵素および脱窒関連酵素遺伝
子の多様性 
 
 
要旨 
南極コケ坊主は，コケ類とそれに付随する共在生物相が協調的に物質生産や物質循環を行う，
自立度の高い生物群集であると考えられる．これまでに 16S/18S rRNA 遺伝子の多様性解析の結果
より，コケ坊主内の生物相の種多様性が報告されてきた（第 2 章，第 3 章参照; Nakai et al. 2011）．し
かしながら，rRNA 遺伝子に基づいた系統解析のみでは，微生物の機能を知ることは困難である．本
研究では，窒素固定，アンモニア酸化，および脱窒に関わる機能酵素遺伝子の多様性解析を試み，
コケ類に共在する微生物相が窒素循環に寄与する可能性を考察した．まず，コケ坊主を外層と内層，
さらにそれらを上下縦方向に分け，計 14 部位から DNA を抽出した．そこから，窒素固定酵素遺伝子
（nifH），アンモニア酸化酵素遺伝子（amoA），硝酸還元酵素遺伝子（napA，narG），亜硝酸還元酵
素遺伝子（nirK，nirS），一酸化窒素還元酵素遺伝子（cnorB，qnorB），および亜酸化窒素還元酵素
遺伝子（nosZ）を標的とした PCR を試み，nifH，nirK，nirS，qnorB の増幅産物を得た．それらの PCR
クローン・ライブラリーを構築し，計 5376 クローンの塩基配列の決定と分子系統解析を行った．その
結果，コケ坊主全体では Gammaproteobacteria の紅色光合成細菌の nifH，Alphaproteobacteria のリ
ゾビウム科の nirK，Betaproteobacteria の脱窒性硫黄酸化細菌の nirS，および，Acidobacteria の
putative qnorB に最近縁なクローン（operational unit）がそれぞれ優占的に検出された．また，外層
に特異的な Cyanobacteria に帰属する nifH，内層に準優占的な Deltaproteobacteria の硫酸還元菌に
帰属する nifH など，コケ坊主の外層や内層の層特異的に分布するクローン（operational unit）も得ら
れた．これは，コケ坊主内に存在する酸化的な外層と還元的な内層の二層構造が反映されていると
考えられる．以上の結果より，コケ坊主生態系において，窒素固定や脱窒の各プロセスには複数の
異なる微生物系統が関与することが明らかとなった．また，コケ坊主内外の部位によってもそれぞ
れ異なる微生物コミュニティが窒素循環に寄与する可能性が示され，その相乗効果（synergy）
が生態系の存立と維持に重要な役割を果たしていることが示唆された． 
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5.1 研究の背景 
 
 南極コケ坊主は，コケ類とそれに付随する共在生物相が協調的に物質生産や物質循環を行う，自
立度の高い生物群集であると考えられる．これまで 16S/18S rRNA 遺伝子の系統解析により，コケ坊
主の共在生物相における種の多様性が明らかとなり（第 2 章，第 3 章参照; Nakai et al. 2011），その
大群落が豊かな微生物生態系の上に成り立っている可能性が示唆された．また，CO2 固定に与る酵
素 ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase （RuBisCO, E.C. 4.1.1.39）の遺伝子の多様性解
析により，この生態系では，光エネルギーに依存せず，無機物を酸化する際に生じる化学エネルギ
ーによって有機物を合成できる化学合成独立栄養細菌も一次生産者として重要な役割を果たして
いる可能性が示された（第 4 章参照）． 
Kudoh et al. (2003b) の報告によると，コケ坊主がみられるほとけ池の表層水は，アンモニウムイオ
ン（NH4+），亜硝酸イオン（NO2-），および硝酸イオン（NO3-）が 0 mg L-1 の検出限界以下であった．こ
れは，もともと栄養塩が少ないためにそのイオン濃度が検出限界以下であるのか，それとも，十分量
の栄養塩があるものの，微生物の活発な硝化作用や脱窒作用によってイオン濃度が検出されない
のか，分からない．従って，南極湖沼底に成り立つコケ坊主生態系は，湖水中，あるいは湖底堆積
物から栄養塩を得て生長していると想像されるが，その利用実態は未だに不明である． 
南極における主要な窒素源には，海鳥のコロニーや，窒素固定細菌であるシアノバクテリアが主と
して報告されている（Ino and Nakatsubo, 1986; Christie, 1987）．また，窒素安定同位体標識法を用い
た実験より，蘚苔類がシアノバクテリアから放出された窒素化合物を吸収することが確認されている
（Jones and Wilson 1978）．従って，コケ坊主がみられる南極湖沼底においても，特に，シアノバクテリ
アによる窒素固定が重要な窒素源であると考えられる．しかしながら，窒素固定能を持つ細菌は，シ
アノバクテリアだけではなく，バクテリアの他の 9のphylaでも報告されており，広範囲の系統に散在し
ている（Eady 1992; Zehr et al. 2003）．更に，アンモニアから硝酸までの酸化反応である硝化，および，
窒素固定によって大気中から取り込まれた結合型窒素を分子状窒素として大気中に戻す脱窒反応
もまた，窒素の循環という観点から重要である．既報の 16S rRNA 遺伝子に基づいたバクテリアの多
様性解析において（Nakai et al. 2011），窒素固定細菌，硝化細菌，および脱窒細菌に近縁なクロー
ン（phylotype）が検出されている．しかしながら，rRNA 遺伝子に基づいた分子系統解析では，純粋
培養されている近縁な分類群の微生物からその性質を推定することしかできず，その機能を知ること
は困難である．また，系統的学的に近縁なものが存在しない場合は，機能を推定することもできない．
そのため，極貧栄養な湖沼にみられるコケ坊主生態系において，どのような生物相が窒素固定や脱
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窒のプロセスに関与し，その存立と維持に寄与しているのか分からなかった．そこで本研究では，生
態系の窒素循環のうち窒素固定，アンモニア酸化，および脱窒に関わる酵素である，窒素固定酵素
遺伝子（nifH），アンモニア酸化酵素遺伝子（amoA），硝酸還元酵素遺伝子（napA，narG），亜硝酸
還元酵素遺伝子（nirK，nirS），一酸化窒素還元酵素遺伝子（cnorB，qnorB），および亜酸化窒素還
元酵素遺伝子（nosZ）を標的とした多様性解析を試みた． 
窒素固定酵素（nitrogenase, Nif）は，空気中の分子状窒素（N2）からアンモニア（NH3）への変換を
触媒する酵素であり，それをコードする nifH が窒素固定微生物群の多様性解析に使用される（Zehr 
et al. 2003）．アンモニア酸化酵素（ammonia monooxygenase, AMO）は，アンモニア（NH3）を亜硝酸
（NO2-）に酸化する酵素であり，アンモニアから硝酸（NO3-）までの酸化反応，つまり，硝化反応の最
初 の ス テ ッ プ を 担 う 酵 素 で あ る ． ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 に は ， Betaproteobacteria と
Gammaproteobacteria のバクテリアの 2 つの系統のみが知られており（Kowalchuk and Stephen 2001），
AMO の活性中心をコードする amoA も系統ごとに異なり，amoA (β) と amoA (γ) の 2 種類が多様性
解析に用いられる（Ward and O’Mullan 2002）．NO3- が N2 まで還元される脱窒には 4 つの過程があ
り，その各過程には主に 4 種類の酵素，すなわち，NO3- から NO2- への還元を触媒する硝酸還元酵
素（nitrate reductase, NR），NO2- から一酸化窒素（NO）への還元を触媒する亜硝酸還元酵素（nitrite 
reductase, Nir），NO から亜酸化窒素（N2O）への還元を触媒する一酸化窒素還元酵素（nitric oxide 
reductase, Nor），N2O から N2 の還元を触媒する亜酸化窒素還元酵素（nitrous oxide reductase, Nos）
が関与している（Ye et al. 1994）．硝酸還元酵素 NR には，膜結合型の Nar とペリプラズム結合型の
Nap の 2 種が知られており，これらの酵素をコードしているのが napA （Flanagan et al. 1999）および
narG （Philippot et al. 2002）である．亜硝酸還元酵素 Nir には銅含有型の Cu Nir とシトクロム含有型
の cd1 Nir の 2 種が知られており，これらの酵素をコードしているのが nirK （Braker et al. 1998; 
Michotey et al. 2000）および nirS （Braker et al. 1998）である．この nirK と nirS については，脱窒に
おいて最初に含窒素ガスが出る key step に関わる遺伝子であるため（Zehr et al. 2002），他の脱窒関
連酵素遺伝子と比較すると研究がより進んでおり，PCR 検出に用いるプライマーも改良されてきてい
る（Throbäck et al. 2004）．一酸化窒素還元酵素 Nor には，電子供与体としてシトクロムを使用する
cNor とキノールを用いる qNor が知られており，これらの酵素をコードしているのが cnorB および
qnorB である（Braker and Tiedje 2003）．亜酸化窒素還元酵素 Nos は銅を含有する酵素であり，この
酵素をコードする nosZ が多様性解析に汎用される（Scala and Kerkhof 1998; Throbäck et al. 2004）． 
窒素循環に寄与する機能酵素の遺伝的多様性については，これまで海水，沿岸域，海洋堆積物，
湿地，水田土壌などでその分子系統学的解析の結果が多数報告されてきた（reviewed by Ward 
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2005）．その一方，南極環境では，土壌における窒素固定や脱窒関連酵素遺伝子群の網羅的解析
の報告例があるものの（for example, Yergeau et al. 2007; Jung et al. 2011），湖沼では，単一の機能酵
素遺伝子の多様性解析の結果が報告されるのみで断片的な情報に留まっている（for example, 
Olson et al. 1998）．本研究の成果は，南極微生物の機能遺伝子の系統と多様性，および，極貧栄
養湖沼に成り立つ湖底生物群集の存立と維持に関する議論を深める材料を提供し得るものと考えら
れる． 
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5.2 材料と方法 
 
5.2.1 調査湖沼と生物標本の採取 
第 2 章の原核生物の多様性解析で使用したコケ坊主標本と同じものを本研究にも使用した．標本
の採取場所，湖沼の環境データなどの詳細は第 2 章に記した． 
 
5.2.2 微生物の混合ゲノム DNA の抽出と精製 
第 2 章の原核生物の多様性解析の際，コケ坊主標本から抽出した混合ゲノム DNA を本研究にも
使用した．ゲノム DNA の抽出と精製の詳細は第 2 章に記した． 
 
5.2.3 窒素固定遺伝子，アンモニア酸化酵素遺伝子，および脱窒関連酵素遺伝子群の PCR 増幅 
窒素固定酵素遺伝子（nifH），アンモニア酸化酵素遺伝子（amoA），および脱窒関連酵素遺伝子
群（narG，napA，nirK，nirS，qnorB，cnorB，nosZ）の PCR 増幅には表 10 に記した各プライマーセッ
トを用いた．なお，環境試料からの nirK，nirS，nosZ の PCR 検出に関して，既報の nirK 1F と nirK 
5R，nirS 1F と nirS 6R，および nosZ 661F と nosZ 1773R の各プライマーセットは最も汎用されるプ
ライマーではあるが，環境試料では非特異増幅が生じる場合があること，ある種の脱窒細菌および
環境配列とは数塩基のミスマッチがあることから（Throbäck et al. 2004），本研究では Throbäck et al. 
(2004) が薦めているプライマーセットも同時に使用した．PCR 増幅には TaKaRa Thermal Cycler 
PERSONAL TP240 （TaKaRa Bio Inc., Otsu, Japan）と TaKaRa Ex Taq polymerase を使用した．PCR
の反応条件は表 10 に示した各論文に従った． 
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5.2.4 PCR クローン・ライブラリーの構築と分子系統解析 
得られた増幅産物は，TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いてクローニン
グし，Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)に形質転換した．形質転換体に挿入した各酵素遺伝子は，
DNA シークエンサーABI 3730XL automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster, USA) を
使用して塩基配列を決定した．得られたヌクレオチド配列は，nifH 遺伝子は 97%以上一致する配列
同士（Mohamed et al. 2008），nirK，nirS，および qnorB 遺伝子は 95%以上一致する配列同士
（Santoro et al. 2006）を operational units としてグルーピングした．それぞれの分類単位について，
nifH は operational nifH unit (ONHU)，nirK は operaional nirK unit （ONKU），nirS は operational 
nirS unit （ONSU），qnorB は operational qnorB unit （OQBU） と管理上の名前を付けた．各
operational unit は，European Molecular Biology Open Software Suite （EMBOSS）で提供されている
transeq (European Bioinformatics, http://www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/) を用いてアミノ酸配列を取
得した．塩基配列をアミノ酸配列に翻訳した際，ストップコドン（UAA，UAG，UGA）を含む配列につ
いては，この後の解析から除外した．各 operational unit のヌクレオチド配列とアミノ酸配列と既知の
酵素遺伝子の配列とを比較するため，NCBI の nt-database と nr-database を検索対象にして，BLAST
相同性検索（Altschul et al. 1997）を行った．また，BLAST 検索の結果を基に，目的の酵素遺伝子に
ヒットしない配列をこの後の解析から除外した．なお，本論文中で示しているアミノ酸の相同性は類
似度（similarity）ではなく，一致度（identity）である． 
 
5.2.5 窒素安定同位体比（δ15N）の分析 
本研究では，遺伝子解析のために14画分に分けた研究試料を窒素安定同位体比（δ15N）の分析
にも使用した．δ15Nの分析は同位体研究所（横浜，日本）に委託され，Delta V Advantage （Thermo 
Fisher Scientific, Bremen, Germany）を使用してConflo法にて分析した．本研究では，窒素同位体分
析の再現性を確認するため，ほとけ池で採取された別の完全なコケ坊主体（直径20cm，高さ
27cm, 第2標本）についても，1番目のコケ坊主（第1標本）と同様に，外層7 画分，内層7 画
分の計14 画分に分画し，分析を行った． 
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5.3 結果と考察 
 
5.3.1 コケ坊主から得られた窒素固定酵素遺伝子と脱窒関連酵素遺伝子群 
PCR 増幅の結果，nifH，nirK，nirS，および qnorB については，コケ坊主標本の外層 7 画分と内
層 7 画分の計 14 画分全てから産物が得られた（表 11）．その一方，amoA，napA，narG，cnorB，お
よび nosZ は，数回の再試を行ったものの，コケ坊主のどの画分からも目的サイズに産物が得られな
かった．amoA，napA，narG が検出されなかったことについては，コケ坊主内の栄養塩の枯渇がそれ
ら酵素遺伝子を有する微生物の生育の制限しているため，PCR の検出限界を下回った可能性が理
由として挙げられる．このことは，ほとけ池の湖水中のアンモニウムイオン（NH4+），亜硝酸イオン
（NO2-），および硝酸イオン（NO3-）は全て検出限界以下であることからも考えられる（Kudoh et al. 
2003b）．また，nosZ の増幅産物が得られなかったことからは，極貧栄養なほとけ池では窒素は NO3-
から N2 までの完全脱窒に至らず，何らかの形で再利用されていることが想定され，この窒素循環を
調べることが今後の課題である．なお，本研究は，PCR に基づいた多様性解析であるため，未知の
アンモニア酸化酵素や脱窒関連酵素を有する細菌を見落としている可能性がある．しかしながら，既
知種の既知の酵素遺伝子配列に基づいたプライマーでは各酵素遺伝子が PCR 検出限界以下，あ
るいは存在しないことが本研究によって明らかとなった． 
各 PCR 産物から構築した計 5376 クローンの塩基配列を決定した後，ストップコドンを含む配列と
標的の遺伝子にヒットしない配列を除外し，最終的な解析対象として 4840 件の配列を得た．これらの
配列は，operational units へのグルーピングによって，nifH は 29 ONHUs，nirK は 24 ONKUs，nirS
は 19 ONSUs，および qnorB は 94 OQBUs ずつにまとめられた．各 operational unit のコケ坊主内の
14 画分における分布，およびアミノ酸配列の BLAST 相同性検索結果は表 5, 6, 7, および, 8 に示し
た（各 operational unit のヌクレオチド配列の BLAST 検索結果は補足表 6, 7, 8, および 9 に示した）． 
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表11  窒素固定酵素遺伝子，アンモニア酸化酵素遺伝子，および脱窒素関連酵素遺伝子のPCR増幅試験の結果
O1 O2 O3 O4 O5 O6 O7 Ｉ1 Ｉ2 Ｉ3 Ｉ4 Ｉ5 Ｉ6 Ｉ7
Nitrogenase gene
  nifH-F
  nifH-R
Ammonia monooxygenase gene
  amoA 1F
  amoA 2R
  amoA 3F
  amoB 4R
Nitrate reductase genes
  napA V16
  napA V17
  napA V66
  napA V67
  narG 1960F
  narG 2650R
Nitrite reductase genes
  nirK 1F         
  nirK 5R
  nirK F1aCu
  nirK R3Cu
  nirS 1F
  nirS 6R
  nirS cd3aF
  nirS R3cd
Nitric oxide reductase genes
  cnorB 2F
  cnorB 7R
  qnorB 2F
  qnorB 7R
Nitrous oxide reductase gene
  nosZ 661F
  nosZ 1773R
  nosZ F
  nosZ 1622R
  a +, visible band of the expected size
  b M, multiple bands, not including band of expected size
  c -, no visible band
－
+
－
－
－
－
M
+
－
M
M
M M M MM
+
－
+
Exterior section
－ － － － －
+
Interior sectionTarget genePrimer
nifH + + + + + +
amoA (β)
amoA (γ)
napA
napA
narG
nirK
nirK
nirS
nirS
cnorB
qnorB
nosZ
nosZ
+ +
－ －
+ +
+ +
－
+ + + + +
－ － － － － － － － － － － － －
－ － － － － － －
－ － － － － － － － － － － － －
－ － － － － － － － － － －
－ － － － － － － － － － － － －
－ － M － M M M M
+ + + + + + + + + +
M M M M M M M M M M M M M
+ + + + + + + + + + + + +
－ － － － － － － － － － － － －
+ + + + + + + + + + +
－ － － M M － － － M － － － －
M M M M M M M M MM M M M
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5.3.2 窒素固定酵素遺伝子（nifH）の系統と多様性 
窒素固定酵素遺伝子（nifH）に帰属する配列は，1230 クローンから 29 ONHUs がまとめられた．こ
の 29 ONHUs は ， 1 Cyanobacteria ， 9 Alphaproteobacteria ， 1 Betaproteobacteria ， 10 
Gammaproteobacteria，5 Deltaproteobacteria，1 Chlorobi，1 Spirochaetes，1 Verrucomicrobia の eight 
phylogenetic groups に系統分類された（表 12）．本研究により，コケ坊主内では，シアノバク
テリアだけでなく，他の微生物系統も窒素固定能を有し，窒素源として重要な役割を果たし
ている可能性が示された．この 29 ONHUs の中では，ONHU12（763/1230 クローン）が最優
占しており，コケ坊主の外層と内層の 14 画分全ての部位から検出された（表 12）．この
ONHU12 は，ヌクレオチド配列では南極のマクマード棚氷から得られた nifH（EU915051）に
相同性 98%ND（ヌクレオチドの相同性），アミノ酸配列では既知種 Thiocapsa roseopersicina
（Gammaproteobacteria）の nifH（ACC95826）に相同性 97%AA（アミノ酸の相同性）とそれぞ
れ近縁であった．T. roseopersicina は，クロマチウム目の紅色光合成細菌の一種であり，硫化
水素のような還元型の無機硫黄化合物を電子供与体として光合成独立栄養的代謝を行う（de 
Wit and Vangemerden 1987）．つまり，この細菌は硫化水素が安定的に供給されるような環境で
あって光が届くというような限られた環境下でのみ生育することができる． 
ほとけ池の水注や，湖底のコケ類と藻類のマット表層では硫化水素ガスが検出限界以下である一
方，そのマットの 5 mm 以上深い部分では 1 μg/g （wet） 以上の硫化水素が検出されている（Kudoh 
et al. 2009）．本研究により，コケ坊主内では，ある種の紅色光合成細菌が硫化水素を酸化すること
によって有機物を合成して一次生産に寄与するだけでなく，窒素固定能も有することが示された．な
お，T. roseopersicina はシアノバクテリアとともに微生物マットを形成することが知られてい
るが，その報告例は高塩分あるいは海洋環境に限られている（Stal et al. 1985; Jorgensen et al. 
1986）．従って，本研究で得られた nifH を有する細菌が T. roseopersicina であるならば，既知
種とは生育特性が異なると考えられる． 
また，ONHU2 も O2 を除くコケ坊主全体に分布しており，ヌクレオチド配列で湿地から得
られた nifH（AY091872）に相同性 80%ND，アミノ酸配列では Bradyrhizoubium 属細菌の nifH
（ACT67992）に相同性 89%AA とそれぞれ最近縁であった．既報の 16S rRNA 遺伝子や CO2
固定に与る酵素 RuBisCO の遺伝子の多様性解析（Nakai et al. 2011; 第 4 章参照）においても，
Bradyrhizobium 属に近縁なクローンがコケ坊主全画分から検出されており，Bradyrhizobium 属
細菌がコケ坊主の内外上下で優占していることが高い蓋然性を持って示された． 
 コケ坊主の外層では，Cyanobacteria に帰属する 1 の ONHU が特異的かつ準優占的に検出さ
 79
れ，この ONHU1（50/1230 クローン）はヌクレオチド配列で既知種 Nostoc punctiforme PCC 
73102 の nifH（CP001037）に相同性 91%ND，アミノ酸配列では Nodularia spumigena CCY9414
の nifH（ZP_01629115）に相同性 99%AA とそれぞれ最近縁であった．Cyanobacteria は，光合
成と窒素固定の両方ができる細菌であり，南極湖沼の主要な生産者として，また，湖底にマ
ットを形成する細菌グループとしてよく知られている（Vincent 2000）．一方，コケ坊主の内
層では，Deltaproteobacteria に帰属する ONHUs が準優占的に検出され，これらは既知の硫酸
還元菌 Desulfatibacillum，Desulfobulbus，および Desulfovibrio に相同性 81-83%ND および
93-97%AA の範囲でそれぞれ近縁であった．本研究で検出された nifH を有する
Deltaproteobacteria の細菌は，内層における硫酸還元だけでなく，窒素固定にも関与する可能
性が示された．以上のように，コケ坊主の全体に分布する ONHU だけでなく，層特異的に分
布するものが検出された．これは，コケ坊主内に存在する酸化的な外層と還元的な内層の二
層構造が反映されていると考えられる． 
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5.3.3 銅含有型の亜硝酸還元酵素遺伝子（nirK）の系統と多様性 
亜 硝 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 （ nirK ） に 帰 属 す る 24 ONKUs は ， 23 Alphaproteobacteria， 1 
Betaproteobacteria の 2 の phylogenetic groups に系統分類された（表 13）．この 24 ONKUs の中
では，ONKU1（325/1222 クローン）が最優占しており，O5 と I5 を除くコケ坊主全ての部位
から検出された（表 13）．この ONKU1 は，耕地土壌から得られた nirK（DQ304232）に相同
性 96%NDおよび 97%AAで最近縁であった．また，既知の分離株の nirK とのデータベース検索
では，Mesorhizoubium 属の nirK（FN600572）に相同性 86%NDおよび 86%AAで最近縁であった．
他の ONKUs についても，Bradyrhizobium 属，Sinorhizobium 属の nirK に最近縁となるものが
検出された．根粒菌と呼ばれるこれらのリゾビウム科の細菌は，マメ科植物の根に共生する
窒素固定細菌としてよく知られるが，土壌中に単生で生息するときは，嫌気条件下で脱窒を
行うことが報告されている（Zablotowicz et al. 1978; Philippot et al. 2007）．本研究により，南極
湖沼底においても，脱窒を行うリゾビウム科の細菌が分布している可能性が示された． 
本研究で得られた nirK は，前述した nifH と比較すると，ほとんどのクローンがパッチ状に
分布していた．一般的に，脱窒反応は，酸化還元境界および微好気環境などの比較的嫌気条
件の厳しくない環境で活発であることが知られている（Nealson 1997; Lovley 2001）．本研究で
検出されたような nirK を有する細菌は，コケ坊主の外層と内層の間に存在する酸化還元電位
±0 V 付近の微好気あるいは微嫌気条件において脱窒を行うことができるため，外層と内層の
両方に分布しうる．このことが，コケ坊主内外上下のパッチ状の分布に反映していると考え
られる．しかしながら，1 つの例外として，コケ坊主の内層からは既知の培養株のどの nirK とも
近縁でない ONKU24（67/1222 クローン）が準優占的に検出された．この ONKU24 を有する細菌は，
アメリカ西海岸のサンフランシスコ湾の堆積物から得られた nirK （ADM94037）（Mosier and Francis 
2010）に相同性 84%ND および 90%AA を示しており，微嫌気あるいは嫌気環境に特徴的に生息する
細菌であると考えられる． 
 なお，nirK は銅を含有しているため，その発現は環境中あるいは細胞内中の銅濃度に依存してい
ることが考えられる．実際，南極のマクマードドライバレーにあるボニー湖から分離された好冷性脱窒
細菌の未同定種 WLB20 は，銅欠乏下において培養液中に亜硝酸が蓄積し，それ以降の還元が進
行しなかったこと報告されている（Ward and Priscu 1997 ; Julie and Ward 2002）．従って，銅濃度が
nirK を有する脱窒細菌にとって生育の制限要因となる可能性があるため，現場での nirK の発現を
調べると同時に，銅濃度を測定することも今後の課題である． 
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5.3.4 シトクロム含有型の亜硝酸還元酵素遺伝子（nirS）の系統と多様性 
亜 硝 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 （ nirS ） に 帰 属 す る 19 ONSUs は ， 2 Alphaproteobacteria， 14 
Betaproteobacteria，2 Gammaproteobacteria，1 Firmicutes の four phylogenetic groups に系統分類
された（表 14）．この 19 ONSUs の中では，ONSU1（696/1122 クローン）が最優占しており，コケ坊
主の全画分から検出された．この ONSU1 は，ドイツの Plußsee 湖の湖水と堆積物の境界から得られ
た nirS（ABD36737）（Kim et al. 2011）に相同性 93%ND および 98%AA で最近縁であった．この
Plußsee 湖では，湖水中では nirK に近縁なクローンが，一方，湖水と堆積物の境界には nirS に近縁
なものが優占することが報告されている（Kim et al. 2011）．既知の分離株の nirS とのデータベース検
索では，ヌクレオチド配列で Azoarcus aromaticum EbN1 の nirS （CR555306）に相同性 74%ND，アミ
ノ酸配列では Sulfuricella denitrificans の nirS （BAI66431）に相同性 72%AA とそれぞれ最近縁であ
った． 
前述した nirK と同様に，nirS に帰属するクローンもまたコケ坊主内でパッチ状に分布していたが，
1 つの例外として，コケ坊主内層に特異的に検出される 1 の ONSU が得られた．この ONSU7 は
Sulfuricella denitrificans の nirS （AB506461）に相同性 87%ND および 98%AA と比較的高い相同性を
示した．Sulfuricella denitrificans は，日本の湖の貧酸素水塊から分離された通性嫌気性の硫黄酸
化細菌であり，微好気環境下では硝酸を電子受容体として脱窒を行うことができる（Kojima and 
Fukui 2010）．既報の 16S rRNA 遺伝子や RuBisCO 遺伝子の多様性解析においても，硫黄酸化
細菌に近縁なクローンが得られており（Nakai et al. 2011; 第 4 章参照），コケ坊主内に存在す
る硫黄酸化細菌は脱窒能も有する可能性が示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 84
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 C
lo
se
st
 a
m
in
o 
ac
id
 se
qu
en
ce
A
cc
es
si
on
 N
o
Id
en
tit
y
C
lo
se
st
 a
m
in
o 
ac
id
 o
rg
an
is
m
A
cc
es
si
on
 N
o
Id
en
tit
y
(%
)
(%
)
O
1
O
2
O
3
O
4
O
5
O
6
O
7
Ｉ1
Ｉ2
Ｉ3
Ｉ4
Ｉ5
Ｉ6
Ｉ7
A
lp
ha
pr
ot
eo
ba
ct
er
ia
O
N
SU
6
ric
e 
fie
ld
 so
il 
cl
on
e 
60
2S
11
9
B
A
H
96
20
0
97
Br
ad
yr
hi
zo
bi
um
sp
. T
SA
1
BA
I6
70
28
.1
87
9
10
13
17
16
4
6
3
2
6
5
1
1
4
O
N
SU
14
w
at
er
 c
ol
um
n 
an
d 
se
di
m
en
t c
lo
ne
 P
se
di
_n
irS
-2
1
A
B
D
36
73
7.
1
91
D
ec
hl
or
os
pi
ri
llu
m
 sp
. I
-B
h3
7-
22
CB
G
92
40
7
68
1
B
et
ap
ro
te
ob
ac
te
ria
O
N
SU
1
w
at
er
 c
ol
um
n 
an
d 
se
di
m
en
t c
lo
ne
 P
se
di
_n
irS
-2
1
A
B
D
36
73
7
98
Su
lfu
ri
ce
lla
 d
en
itr
ifi
ca
ns
BA
I6
64
31
.1
72
52
61
42
38
38
59
54
43
61
47
63
33
44
61
O
N
SU
2
so
il 
cl
on
e 
C
C
2
A
C
V
33
31
0
86
H
er
ba
sp
ir
ill
um
 sp
. T
SO
46
-2
BA
J1
15
56
.1
80
2
5
3
5
5
4
4
2
5
3
O
N
SU
3
w
et
la
nd
 so
il 
cl
on
e 
eT
9
A
D
B
85
75
9.
1
86
Th
io
ba
ci
llu
s d
en
itr
ifi
ca
ns
 A
TC
C
 2
52
59
Y
P_
31
38
35
.1
82
O
N
SU
5
ac
tiv
at
ed
 sl
ud
ge
 D
G
G
E 
ge
l b
an
d 
s6
-2
A
D
J1
79
81
90
H
er
ba
sp
ir
ill
um
 sp
. T
SO
46
-2
BA
J1
15
56
.1
74
2
2
2
1
1
9
2
3
1
7
4
5
O
N
SU
7
Su
lfu
ri
ce
lla
 d
en
itr
ifi
ca
ns
B
A
I6
64
31
98
3
3
2
3
4
3
2
O
N
SU
8
ac
tiv
at
ed
 sl
ud
ge
 D
G
G
E 
ge
l b
an
d 
s6
-2
A
D
J1
79
81
87
H
er
ba
sp
ir
ill
um
 s
p.
 T
SA
20
w
BA
I6
70
33
.1
73
1
1
O
N
SU
9
po
ta
to
 fi
el
d 
cl
on
e 
PF
06
O
TU
17
3
A
D
B
25
02
4
94
D
ec
hl
or
om
on
as
sp
. R
-2
84
51
CA
J7
67
55
.1
85
1
1
O
N
SU
10
w
at
er
 c
ol
um
n 
an
d 
se
di
m
en
t c
lo
ne
 P
1m
_n
irS
-0
1
A
B
D
36
71
0
91
D
ec
hl
or
om
on
as
sp
. R
-2
84
51
CA
J7
67
55
.1
87
1
O
N
SU
12
A
ct
iv
at
ed
 sl
ud
ge
 c
lo
ne
 N
R
1-
87
S4
2
B
A
D
37
18
5
94
D
ec
hl
or
om
on
as
sp
. R
-2
84
51
CA
J7
67
55
.1
90
3
1
4
8
2
1
2
10
4
18
12
30
22
8
O
N
SU
15
ac
tiv
at
ed
 sl
ud
ge
 D
G
G
E 
ge
l b
an
d 
s6
-2
A
D
J1
79
81
83
Th
io
ba
ci
llu
s d
en
itr
ifi
ca
ns
 A
TC
C
 2
52
59
Y
P_
31
38
35
.1
74
1
O
N
SU
16
w
at
er
 c
ol
um
n 
an
d 
se
di
m
en
t P
7m
_n
irS
-0
5
A
B
D
36
71
8
92
D
ec
hl
or
om
on
as
sp
. R
-2
84
00
CA
J7
67
52
.1
91
1
2
1
3
O
N
SU
17
la
nd
fil
l r
ef
us
e 
cl
on
e 
63
-4
2
A
EK
31
20
5
87
Cu
pr
ia
vi
du
s n
ec
at
or
A
A
D
26
53
9.
1
80
1
O
N
SU
18
w
et
la
nd
 so
il 
cl
on
e 
eT
9
A
D
B
85
75
9.
1
86
Th
io
ba
ci
llu
s d
en
itr
ifi
ca
ns
 A
TC
C
 2
52
59
Y
P_
31
38
35
.1
81
1
O
N
SU
19
w
et
la
nd
 so
il 
cl
on
e 
aT
13
A
D
B
85
73
8
87
Th
io
ba
ci
llu
s d
en
itr
ifi
ca
ns
 A
TC
C
 2
52
59
Y
P_
31
38
35
.1
82
1
G
am
m
ap
ro
te
ob
ac
te
ria
O
N
SU
13
se
di
m
en
t-w
at
er
 in
te
rf
ac
e 
cl
on
e 
Ss
ed
i_
ni
rS
-3
5
A
B
R
29
45
2
82
Ps
eu
do
m
on
as
 li
ni
A
B
F6
59
71
.1
76
1
1
1
4
1
2
1
1
4
2
3
O
N
SU
4
de
ni
tri
fy
in
g 
es
tu
ar
in
e 
se
di
m
en
ts
 c
lo
ne
 H
N
IS
-3
A
B
R
29
44
5
96
M
ar
in
ob
ac
te
r 
sp
. C
G
15
70
51
A
B
G
36
51
4.
1
79
3
6
6
5
3
2
3
4
6
1
2
1
2
1
Fi
rm
ic
ut
es
O
N
SU
11
w
at
er
 c
ol
um
n 
an
d 
se
di
m
en
t c
lo
ne
 S
12
m
_n
irS
-3
0
A
B
D
36
77
8
89
Ba
ci
llu
s c
er
eu
s
A
EO
89
62
9.
1
85
1
1
1
14
2
3
3
To
ta
l
62
68
57
63
67
69
73
74
83
79
82
81
84
83
Ex
te
rio
r s
ec
tio
n
In
te
rio
r s
ec
tio
n
表
14
  コ
ケ
坊
主
か
ら
得
ら
れ
た
シ
ト
ク
ロ
ム
含
有
型
の
亜
硝
酸
還
元
酵
素
遺
伝
子
（n
ir
S
）の
P
C
R
ク
ロ
ー
ン
の
分
布
と
O
N
S
U
の
系
統
O
N
SU
 ID
.
 85
5.3.5 キノール型の一酸化窒素還元酵素遺伝子（qnorB）の系統と多様性 
一 酸 化 窒 素 還 元 酵 素 遺 伝 子 （ qnorB ） に 帰 属 す る 94 OQBUs は ， 82 Acidobacteria ， 3 
Alphaproteobacteria，4 Bacteroidetes，5 Firmicutes の four phylogenetic groups に系統分類された
（表 15）．本研究で検出された nifH，nirK，nirS と比べると，最も多くの operational unit が検
出され，潜在的な多様性も高いことが示唆された．なお，南極における qnorB の報告は本研究が
初めてである．この 94 OQBUs の中では，OQBU2（491/1265 クローン）が最優占しており，コケ坊
主の全画分から検出された．この OQBU2 は，中国の水田土壌から得られた qnorB （HQ615352）
（Chen et al. 2011）に相同性 79%ND および 90%AA で最近縁であった．既知の分離株の qnorB とのデ
ータベース検索では，Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076 の putative qnorB （CP000473）に相
同性 73%ND および 76%AA で最近縁であった．Chen et al. (2011) の先行研究においても，前述した
水田土壌由来の qnorB（HQ615352）は，系統樹内で Candidatus S. usitatus Ellin6076 のクラスターに
最も近接していた． 
Acidobacteria は，土壌や堆積物中で優占する微生物系統であり，時に 16S rRNA 遺伝子の
PCR クローン・ライブラリーの約半数を占めることもある（Janssen 2006）．また，約 3000 件
の Acidobacteria の 16S rRNA 遺伝子の系統解析によると，この門は少なくとも 26 の
subdivisions に分かれ，真正細菌の中でも大型の門になると推定されている（Barns et al. 2007）．
Ward et al. (2009) による Acidobacteria の 3 菌種のゲノム解析結果より，この系統は硝酸や亜
硝酸の還元に関わる酵素遺伝子が存在することと，その一方，亜酸化窒素還元に関わる酵素遺
伝子は存在せず，完全脱窒の能力はないことが示唆されている．本研究では，Candidatus S. 
usitatus Ellin6076 の putative qnorB に最近縁となる，82 の OQBU が検出された．その一方，本研究
では，qnor を有する脱窒細菌としてよく知られる Alcaligenes 属や Ralstonia 属，また，cnor
を有する脱窒細菌である Azoarcus 属，Paracoccus 属，および Pseudomonas 属も検出されなか
った．既報のコケ坊主内の 16S rRNA 遺伝子の多様性解析では，Acidbacteria に近縁なクロー
ン（phylotype）は全体の 3.5%と少数派であった（Nakai et al. 2011）．本研究の結果と併せると，
コケ坊主内で Acidbacteria は少数派ではあるものの，一酸化窒素の還元においては重要な役割を
果たしている可能性が示された． 
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5.3.6 窒素安定同位体比分析の結果 
窒素同位体比分析の結果，コケ坊主第 1 標本の外層の δ15N 値は 1.18～2.13，内層では-0.03～
0.86 の範囲であり，外層よりも内層の方が δ15N の値が低かった（表 16）．第 2 標本においても，外層
の δ15N 値は 0.90～1.86，内層は 0.25～1.01 の範囲となり，第 1 標本と同じ傾向がみられた（表 16）．
一般的に，細菌による窒素固定では，δ15N 値が－3～＋1 ‰の範囲の 0 ‰より小さな有機物が生成
されることが知られている（Hoefs 2004）．また，脱窒細菌を用いた培養実験の結果によると（Mariotti 
et al. 1981; Barford et al. 1999），細菌による脱窒反応では軽い窒素から先に N2 になって放出される
ので，残渣の窒素は相対的に重くなり，その有機物の δ15N 値も高くなる．つまり，窒素固定が優勢で
あれば δ15N 値が相対的に低くなる傾向，脱窒が優勢であれば δ15N 値が相対的に高くなる傾向があ
るといえる．実際，脱窒が進行している湖沼堆積物中の有機物の δ15N 値は 7.8‰と比較的高い値が
得られている（Yamada et al. 1996）． 
培養実験や環境データから測定された同位体分別効果の値と，本研究の結果から判断すると，コ
ケ坊主生態系では脱窒に比べて窒素固定が優勢であることが示唆された．この窒素固定には，本研
究の nifH の多様性解析で優占的に検出された Gammaproteobacteria の寄与が大きいと考えられる．
コケ坊主の主構成種 Leptobryum sp.の植物遺体で構成される還元的な内層では，内層と外層の分
解産物としての低い δ15N 値を持つ硝酸，亜硝酸，アンモニア，尿素などが再び利用されるため，外
層に比べて δ15N 値が低くなることと，一方，外層では，内層に行った分解産物は内層に再利用され，
周囲の湖水に行ったものは拡散してしまうので，外層が再利用できる部分が少ないことが考えられる．
このことがコケ坊主の内層と外層における δ15N 値の差に反映されている可能性がある． 
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5.4 結論 
 
本研究では，1 つの完全なコケ坊主標本を用いて，窒素固定酵素遺伝子（nifH），アンモニア酸化
酵素遺伝子（amoA），および脱窒関連酵素遺伝子群（narG，napA，nirK，nirS，qnorB，cnorB，
nosZ）を標的とした多様性解析を試みた．その結果，コケ坊主全体では Gammaproteobacteria の紅
色光合成細菌の nifH，Alphaproteobacteria のリゾビウム科の nirK，Betaproteobacteria の脱窒性硫黄
酸化細菌の nirS，および，Acidobacteria の putative qnorB に最近縁なクローン（operational unit）が
それぞれ優占的に検出された．また，外層に特異的な Cyanobacteria に帰属する nifH，内層に準優
占的な Deltaproteobacteria の硫酸還元菌に帰属する nifH など，コケ坊主の外層や内層の層特異的
に分布するクローン（operational unit）も得られた．これは，コケ坊主内に存在する酸化的な外層と還
元的な内層の二層構造が反映されていると考えられる．また，窒素安定同位体比分析の結果は，コ
ケ坊主生態系においては，脱窒に比べて窒素固定の方が優勢であり，その窒素固定には前述した
ような Cyanobacteria，Deltaproteobacteria，および Gammaproteobacteria が主として関与し，生態系を
維持する窒素源として重要な役割を果たしていると考えられる．以上の結果より，コケ坊主生態系に
おいて，窒素固定や脱窒の各プロセスには複数の異なる微生物系統が関与することが明らかとなっ
た．また，コケ坊主内外の部位によってもそれぞれ異なる微生物コミュニティが窒素循環に寄
与する可能性が示され，その相乗効果（synergy）が生態系の存立と維持に重要な役割を果たして
いることが示唆された．これを確かめるためには，メタトランスクリプトームやメタプロテオーム解析を行
い，現場で発現している酵素遺伝子の種類や量を網羅的に調べることが考えられる． 
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第 6 章 
総論 
 
本研究では，南極湖沼に特有な水生コケ植物の大群落「コケ坊主」の共在生物相における 
種の多様性および生物地球化学的機能に関する分子系統学的解析を行い，その生態系や共生
系の構造について考察を行った．種の多様性については，生物の系統分類に汎用される
16S/18S rRNA 遺伝子を標的とし（第 2 章，第 3 章），また，生物地球化学的機能に関しては，
CO2固定に与る酵素 RuBisCO の遺伝子（第 4 章），窒素固定酵素遺伝子（nifH）（第 5 章），ア
ンモニア酸化酵素遺伝子（amoA）（第 5 章）および脱窒関連酵素遺伝子群（narG，napA，nirK，
nirS，qnorB，cnorB，nosZ）（第 5 章）を対象として，計 11,844 クローン，約 12,450,000 塩基の
系統解析を行った．その結果，コケ坊主の外層と内層，さらにはその上下縦方向に広く分布
するバクテリアや真核微生物の rRNA 遺伝子が検出された一方，外層や内層の層特異的に存
在するものもみられた．これらの傾向は，酵素遺伝子の多様性解析においてもみられた． 
例えば，16S rRNA 遺伝子でコケ坊主全画分から検出された Bradyrhizobium 属は，RuBisCO
遺伝子，窒素固定酵素遺伝子（nifH），および亜硝酸還元酵素遺伝子（nirK）の多様性解析に
おいても優占的に検出された．これは，Bradyrhizobium 属の細菌が，酸素存在下で従属栄養的
に生育できること，微好気条件下では水素を電子供与体として二酸化炭素を固定し生育できること
（Hanus et al. 1979; Lepo et al. 1980），更に，酸素の無い嫌気条件下では硝酸呼吸を行って生育で
き（van Berkum and Keyser 1985; Delgado et al. 2003），幅広い環境条件に適応しうることが理由とし
て挙げられる．本研究で検出された Bradyrhizobium 属細菌もまた好気，微好気そして嫌気条件下で
生育ができるため，コケ坊主全体に広く分布していると考えられる．また，本研究では，一般的に好
気的環境から嫌気的環境に移り変わる辺りの酸化還元境界層に生息することが知られている，クロ
マチウム目の細菌に帰属する nifH がコケ坊主全体から検出された．その一方，16S rRNA 遺伝子，
RuBisCO 遺伝子，および nifH の多様性解析において，光合成細菌 Cyanobacteria に帰属する幾
つかの配列がコケ坊主の外層に特異的に検出された．また，Deltaproteobacteria の硫酸還元菌に帰
属する配列は，16S rRNA 遺伝子と nifH の両方において，内層に特徴的に得られた． 
ま た ， 本 研 究 に よ る 窒 素 循 環 に 関 与 す る 各 酵 素 遺 伝 子 の 分 子 系 統 解 析 の 結 果 は ，
Gammaproteobacteria の紅色光合成細菌の nifH，Alphaproteobacteria のリゾビウム科の nirK，
Betaproteobacteria の脱窒性硫黄酸化細菌の nirS，および，Acidobacteria の putative qnorB に最近
縁なクローン（operational unit）がコケ坊主内でそれぞれ優占的であることを示しており，窒素固定や
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脱窒の各プロセスに複数の異なる微生物系統が関与する可能性を明らかにした． 
第 1 章にて，微生物の分布に関する重要な仮説の 1 つ，Baas-Becking の仮説「everything is 
everywhere, but environment selects.（あらゆる微生物は至るところに存在するが，環境が選
ぶ．）」にふれた．南極コケ坊主は塔状の異常な構造物であるが，その外層は酸化的，内層は
還元的であり，ミニ生物圏（あるいはミニ地球）と捉えることができる．本研究では，前述
したように，このミニ生物圏に幅広く分布するコスモポリタンが検出される一方，その外層
や内層の層特異的，あるいは部位特異的に分布する固有種と思われるような遺伝子も得られ
た．これは，ミニ生物圏内に存在する酸化的な外層と還元的な内層という二層構造の「環境」
が反映されていると考えられる．勿論，これらの結果は，南極大陸の僅か 2 %程度を占める
露岩域の湖沼という，非常に狭い舞台から得られたものである．しかしながら，本研究では，
コケ坊主の共在生物相から海底熱水プルームや，深海に生息する二枚貝の内部共生菌の
RuBisCO 遺伝子に非常に高い相同性を示すものが得られた．このように，深海底と南極湖沼
という，環境条件の大きく異なる二つの環境に生息する，地球という舞台にコスモポリタン
的に分布する微生物の存在も示唆された． 
 以上のように，コケ坊主 1 個体の中では，部位によってそれぞれに異なる微生物コミュニ
ティが存在し，その微生物コミュニティが種々の生化学的プロセスを担うことにより，その
生態系の存立と維持に寄与していることが考えられる．2010 年，ヨーロッパ人 124 名の糞便
から取り出した微生物ゲノムが網羅的に調べられ，そこには 1000 種以上の細菌が存在してお
り，各個人では少なくとも 160 種の腸内微生物を持つことが Nature 誌に報告された（Qin et al. 
2010）．ヒトの細胞は 1013というオーダーであるのに対し，微生物の細胞数は 1014というオー
ダーでヒトに共在していることから，ヒトが 1 個の生物体としてどのように機能しているか
を理解するには，ヒトとその共在生物相を全体として超個体（superorganism）と捉える必要
がある（Eberl et al. 2010）．なお，遺伝子の数については，ヒトが 104のオーダーであるのに
対し，その腸内微生物の遺伝子は少なくとも 106 のオーダーで存在すると考えられている
（reviewed by Eberl et al. 2010）．南極コケ坊主に関しても，本研究により，その 1 個体には少
なくとも 300 種の細菌，50 種の真核生物が共在していることが明らかとなり，コケ坊主の存
立と維持に関わる生物地球化学的機能に複数の微生物系統が複雑に関与する，自立度の高い
一つの生態系である可能性が示された．このように，コケ坊主内にはヒトの腸内微生物をは
るかに超える微生物の多様性がみられる．つまり，コケ坊主は，マメ科植物と根粒菌，サン
ゴと褐虫藻のような 1対 1の単純な共生関係ではなく，前述したヒトと腸内微生物のように，
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コケ類とそれに付随する複数の微生物が全体として 1 個の生物体，超個体（superorganism）
として機能していることが考えられる． 
本研究は，極限環境に成り立つこの特異な生物群集が，主構成種であるコケ類（主に
Leptobryum 属）とそれに付随する共在生物相が極限環境で協調的に物質生産および物質循環
を行うミニ生態系であり，生物の相乗効果（synergy）によって成り立っていることを提案する． 
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総論（英文） 
 
Molecular phylogenetic study on species diversity and biogeochemical cycling of biota associated 
with aquatic Bryophyta endemic to Antarctic lakes 
 
This study assessed the molecular phylogenetics of species diversity and biogeochemical cycling of 
biota associated with large pillar communities, or “moss pillars,” of aquatic mosses peculiar to 
Antarctic freshwater lakes. Species diversity was investigated using phylogenetic analysis based on 
the 16S/18S rRNA genes widely used in phylogenetic identification (Chapters 2 and 3). 
Biogeochemical processes were analyzed by targeting functional genes encoding the CO2-fixing 
enzyme RuBisCO (Chapter 4); nitrogenase (nifH) (Chapter 5); and ammonia monooxygenase (amoA) 
(Chapter 5); as well as a group of enzymes associated with denitrification (narG, napA, nirK, nirS, 
qnorB, cnorB, and nosZ) (Chapter 5). A total of 11,844 clones (approximately 12.45 million bases) 
were sequenced and analyzed. I found that many bacterial and eukaryotic rRNA genotypes, or 
phylotypes, were vertically distributed in the exterior and interior layers of moss pillars; certain 
phylotypes unique to each layer were also detected. These trends were also observed in functional 
genetic diversity analyses. 
For example, Bradyrhizobium, which were detected in all moss pillar sections, were also dominant 
in RuBisCO, nitrogenase (nifH), and nitrite reductase (nirK) genetic diversity analyses. This finding 
indicates that Bradyrhizobium are able to adapt to a broad range of environmental conditions, 
including growing heterotrophically in oxygen-rich conditions, fixing carbon dioxide under 
microaerobic conditions with hydrogen as an electron donor (Hanus et al. 1979; Lepo et al. 1980), and 
anaerobically (by nitrate respiration) under deoxygenated conditions (van Berkum and Keyser 1985; 
Delgado et al. 2003). Bradyrhizobium detected in this study are considered to be widely distributed 
across all moss pillar sections, because they can grow under aerobic, microaerobic, and anaerobic 
conditions. In addition, the nifH gene, belonging to the order Chromatiales (generally known to inhabit 
the oxidation-reduction boundary where aerobic conditions change to anaerobic conditions), was 
detected throughout the moss pillar. In contrast, 16S rRNA, RuBisCO, and nifH genetic diversity 
analysis showed that some sequences related to Cyanobacteria were only detected in the exterior 
layers of the pillar. In addition, sequences related to sulfur-reducing Deltaproteobacteria were specific 
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to the interior layer in both the 16S rRNA and the nifH genetic analysis. These findings suggest that 
microorganisms of different phylogenetic groups inhabit different sections of a single moss pillar and 
form a microbial community. 
Molecular phylogenetic analysis of the functional genes associated with the nitrogen cycle showed 
the following gene sequences to be dominant in the moss pillar: nifH of purple photosynthetic bacteria 
(Gammaproteobacteria); nirK of Rhizobiaceae (Alphaproteobacteria); nirS of denitrifying 
sulfur-oxidizing bacteria (Betaproteobacteria), and putative qnorB of Acidobacteria. These results 
suggest that microorganisms of different phylogenetic groups participate in nitrogen fixation and 
denitrification processes. 
The Baas-Becking hypothesis that “everything is everywhere, but the environment selects” is a key 
hypothesis pertaining to the distribution of microorganisms (Chapter 1). Antarctic moss pillars are 
strange tower-like structures with an oxidative exterior and reductive interior layer. These moss pillars 
can be regarded as a mini-biosphere, or bryosphere. As mentioned above, I found sequences that are 
widely distributed throughout the mini-biosphere, as well as sequences that are site-specific, namely, 
“endemic species,” distributed exclusively in either the interior or exterior layer. This finding may 
reflect the double-layered structure of the oxidative exterior and reductive interior environment inside 
the mini-biosphere. Although these results were obtained from samples collected from lakes in ice-free 
areas, which account for a mere 2% of Antarctica (an extremely limited sample), the RuBisCO gene 
found in the moss pillar demonstrated extreme relatedness to the RuBisCO gene sequence of a 
chemoautotrophic endosymbiont of deep-sea mussels. The presence of this gene in habitats as 
significantly different as deep-sea floors and Antarctic lakes suggests that the microorganism 
containing RuBisCO is widely distributed in various habitats around the planet. 
I believe that different microbial communities exist in different parts of an individual moss pillar 
and that, through various biochemical processes, these biota contribute to the development and 
maintenance of the ecosystem. In a previous study (Qin et al. 2010), an exhaustive analysis of 
microbial genomes extracted from the feces of 124 Europeans demonstrated the existence of over 
1000 species of bacteria. Moreover, each individual had at least 160 species of intestinal microbes. 
The number of cells in the human body is of the order of 1013, whereas the number of microbial cells 
is 1014. Because microbes coexist with humans, we must consider humans and their coexisting biota as 
one “superorganism” (Eberl et al. 2010) in order to understand how humans function. Furthermore, the 
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number of human genes is of the order of 104, whereas it is thought that there are at least 106 intestinal 
microbe genes (Eberl et al. 2010). Similarly, this study has shown that each individual Antarctic moss 
pillar can contain at least 300 species of bacteria and 50 species of eukaryotes and that there is a high 
probability that microorganisms of several different phylogenetic groups contribute to the complex 
biogeochemical processes that give rise to and maintain these highly independent ecosystems. Thus, 
the microbial diversity seen in moss pillars is much greater than that observed in human intestines. 
In summary, this study shows that the relationship observed between mosses and their associated 
biota in moss pillars is more closely related to that observed in the human intestine, compared with the 
simple one-on-one symbiotic relationship seen between gram-negative bacteria of the family 
Rhizobiaceae and the roots of legume plants (family Fabaceae). This study also suggests that these 
unique communities comprise mini-ecosystems in which cooperative material production and 
recycling occurs in the form of biologic synergy. Therefore, moss pillars can be regarded as 
“superorganisms” that function as a single individual. 
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補足図表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
補足図 1  コケ坊主由来の 18S rRNA 遺伝子の PCR クローン・ライブラリーから 
得られた phylotype の近隣結合法による分子系統樹 
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el
an
d 
so
il 
cl
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 C
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 c
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at
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at
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 c
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